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RESUMO

Os parasitos podem causar perdas significativas na producéo de peixes e para
controlar estas doencas € necessario 0 uso de farmoquimicos, como o
teflubenzuron (TFB), um inseticida que pode ser utilizado no controle de
parasitos de peixes. A etapa inicial do processo de avaliacdo da viabilidade de
um farmoquimico (eficacia terapéutica) € verificar a toxicidade inerente do
ingrediente ativo do composto ou da formulacdo, sua seguranca clinica e risco
de intoxicagdo ambiental. Assim, os objetivos deste trabalho foram avaliar a
toxicidade aguda e a seguranca ambiental do TFB, para a Daphnia magna,
Lemna minor, Pomacea canaliculata e para o0s peixes pacu, Piaractus
mesopotamicus e mato-grosso, Hyphessobrycon eques; avaliar a toxicidade
cronica e os efeitos histopatolégicos do TFB para o pacu; ajustar a
concentracdo de eficacia do TFB no controle de Trichodina sp. em pacu e
tilapia, Oreochromis niloticus; monitorar as variaveis fisicas e quimicas da agua
e avaliar as possiveis alteracbes hematoldgicas do pacu exposto ao TFB. A
toxicidade aguda do TFB para D. magna foi elevada (CE50;48h = 0,17 pg.L™Y) e
praticamente ndo toxico para L. minor, P. mesopotamicus, P. canaliculata e H.
eques (CL50 > 1000,0 mg.L"). O TFB ndo apresenta toxicidade para as
espécies avaliadas, demonstrando auséncia risco de intoxicagdo ambiental
para o pacu, sendo eficaz no controle de Trichodina sp nas concentragcdes de
80,0 mg.L* e 50,0 mg.L" para pacu e tilapia, com reducdo no ndmero de
parasitos de 96,10% e 87,86% respectivamente. O TFB também causou

leucocitose no quadro hematoldgico de pacu.



Palavras chaves: Ecotoxicidade, farmoquimico, tratamento, organismos ndo-alvo.

ABSTRACT

The parasites can cause significant losses in the fish production and to control
these diseases is necessary the use of the phamochemicals, like the
teflubenzuron (TFB), an insecticide that can use in the control of parasites of
fish. The initial stage of the process of assessment of viability of a
pharmochemical (therapeutic efficacy) is verify the inherent toxicity of the active
ingredient of the compound or formulation, your clinical security and
environmental intoxication risk. Thus, the aims of this research were to evaluate
the acute toxicity and the environmental security of TFB, for Daphnia magna,
Lemna minor, Pomacea canaliculata and fish pacu, Piaractus mesopotamicus
and mato-grosso, Hyphessobrycon eques; to evaluate the chronic toxicity and
the histopathological effects of FB for pacu; to adjust the effectiveness
concentration of TFB in the control of Trichodina sp. in pacu and tilapia,
Oreochromis niloticus; to monitor the physical and chemical variables from
water and to evaluate the possible hematological changes of pacu exposed at
TFB. The acute toxicity of TFB for D. magna was high (EC50;48h = 0.17 pg.L™)
and non-toxic practically for L. minor, P. mesopotamicus, P. canaliculata and H.
eques (LC50 > 1000.0 mg.LY). TFB doesn’'t show toxicity for the species
evaluated, realizing away environmental intoxication risk for pacu, being
efficacy in the control of Trichodina sp in the concentrations of 80,0 mg.L™ and
50,0 mg.L™ for pacu and tilapia, with reduction in the parasites number of
96,10% and 87,86%, respectively. TFB caused decrease of leucocytes in the

hematology variables of pacu.



Key words: Ecotoxicity, pharmochemical, treatment, non-target organisms.

INTRODUCAO

A producdo intensiva de organismos aquaticos é caracterizada pela alta
densidade de estocagem e arracoamento, manejo intensivo. Esses fatores
aumentam a possibilidade de ocorréncia de doencas, gerando perdas
econbmicas pela incidéncia de enfermidades no plantel que comprometem o
desenvolvimento dos animais, ao seus tratamentos e, em Ultimo caso, a

mortalidade (RANZANI-PAIVA et al., 1997).

Para assegurar a qualidade sanitaria desses organismos, e da agua em
gue sao criados, tornam-se necessarios a melhoria nas praticas de manejo. O
aumento do conhecimento em patologia e parasitologia de organismos
aguaticos e o incremento das técnicas de diagnostico (SILVA-SOUZA, 2006),
com tratamentos especializados (PORTZ, 2006) podem auxiliar no manejo

piscicola.

No Brasil, embora ndo haja dados oficiais demonstrando prejuizos
econdmicos originados a partir de enfermidades em pisciculturas comerciais,
0s patégenos sdo uma realidade e se tornam ameacgas concretas a medida que
0 setor se expande e o0s sistemas aquicolas se intensificam (LIMA, 2004).
Assim, € necessario o desenvolvimento de protocolos de tratamento seguros
para 0S peixes e para 0 ambiente, com baixa toxicidade e efeito residual no
ambiente e na carne, de facil aplicacdo para a utilizacdo nas propriedades

produtoras.

O uso de um farmoquimico na aquicultura envolve muitos fatores que

devem ser avaliados, pois este sera utilizado de forma direta no ambiente e os



peixes consumidos poderdo apresentar residuos. A etapa inicial do processo
de avaliacdo da viabilidade de um farmoquimico deve ser a avaliacdo da
toxicidade inerente do ingrediente ativo com espécies representativas de
diferentes niveis troficos. O desenvolvimento da aquicultura depende da
tomada de decisdo sobre o tipo de farmoquimico a ser empregado e 0s
possiveis riscos para a saude ambiental e do consumidor. Desta forma, séo
necessarios estudos que possam demonstrar a eficacia de controle, a

toxicidade e os possiveis efeitos sobre os organismos de criagéo.

O teflubenzuron (TFB) C14HsCloF4N2O, (Figura 1) é um inseticida do
grupo benzoilfeniluréia desenvolvido para uso agricola com acao reguladora do
crescimento de artrépodes e crustaceos, mas tem sido incorporado a ragao de

peixes para o tratamento de infestacdes dos copépodos.
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Figura 1. Formula estrutural do teflubenzuron.

O TFB administrado per os na dose 10 mg/kg/peixe por um periodo de
um a sete dias consecutivos reduziu significativamente o nimero do copépodo
Lepeophtheirus salmonis em salmdo com reducdo no nimero de parasitos em

83,4 e 86,35% (BRANSON et al., 2000).



Toksen (2010) ndo observou eficacia do TFB contra larvas e adultos do
copépodo Lernanthropus kroyeri, quando administrado via oral em doses de 10

e 20 mg.kg™ de biomassa dia™ durante sete dias consecutivos em salmao.

O TFB pertence ao grupo dos IGRs “Insect Growth Regulators” que séo
divididos em trés categorias dependendo do tipo de acdo: analogos ao
horménio juvenil, os que agem como inibidores da sintese e ou deposicédo de

quitina e os derivados do composto organico que interfere na muda e pupacao.

Sua acdo € diferenciada dos demais inseticidas, pois, provoca
mudancas morfofisiolégicas no processo de desenvolvimento e metamorfose
dos insetos, além de agir morfogeneticamente induzindo a completa
emergéncia dos adultos (GRAF, 1993; FOURNET et al,. 1995; HOFFMAN &

LORENZ, 1998).

O estudo fundamental da fisiologia destes hormonios foi evidenciado na
década de 30. Mais tarde Wirgglesworth (1936) estudando os diferentes
estagios de Rhodinus prolixus descobriu as fun¢cdes do hormdnio juvenil,
caracterizando suas principais atividades: controlar a metamorfose e regular a

reproducéo dos adultos (NORIEGA, 2004).

Em 1956 foi isolado o horménio juvenil do extrato cru do abdome de
machos de mariposa Hyalophora cecropia e verificada que sua aplicagéo tépica
impedia a metamorfose e a reproducéo dos insetos. Entretanto, somente em
1965 foi estudada a possibilidade de aplicacdo deste hormdnio no

desenvolvimento de insetos.



Os peixes e invertebrados aquaticos podem acumular farmoquimicos em
concentracfes muito maiores do que as da agua, pois esses compostos podem

se ligar a matéria organica que é ingerida por esses animais (NIMMO, 1985).

O pacu, P. mesopotamicus, originario da bacia Parana-Paraguai e por
apresentar facilidade na producéo de alevinos e esportividade, tem sido muito
utilizado nos criatorios nos principais sistemas aquicolas brasileiros. Segundo a
estatistica de producdo publicada pelo IBAMA (2008), referente ao ano de
2007, o pacu destaca-se como a segunda espécie nativa mais criada,

perdendo apenas para o tambaqui, Colossoma macropomum.

Assim, no Brasil ha poucos farmoquimicos registrados para serem
utilizados na aquicultura. O desenvolvimento destes é fundamental para
aumentar a possibilidade de sucesso no controle dos principais parasitos de

peixes que ocorrem no Brasil.



OBJETIVOS

Diante do exposto, 0s objetivos gerais deste estudo foram:

Estimar a toxicidade aguda do TFB para 0s organismos
bioindicadores: o microcrustaceo Daphnia magna, a macrofita
aquatica Lemna minor, o molusco Pomacea canaliculata, e o
peixe Hyphessobrycon eques, monitorando as variaveis fisicas e
guimicas da agua durante os ensaios para as duas ultimas

espécies.

Calcular o risco de intoxicagdo ambiental pelo TFB por meio de
ensaios de toxicidade aguda e cronica para P. mesopotamicus;
avaliar as variaveis fisicas e quimicas da agua durante os
ensaios; verificar os efeitos histopatol6gicos em branquias, figado

e rins de pacu.

Ajustar a dose, verificar a eficacia do TFB contra o protozoario
Trichodina sp. em pacu e tilapia e monitorar as variaveis fisicas e

guimicas da agua durante o experimento.

Avaliar as possiveis alteracdes hematoldgicas em pacu expostos

ao TFB, além das variaveis fisicas e quimicas.
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SEGURANCA AMBIENTAL DO INSETICIDA TEFLUBENZURON PARA OS
ORGANISMOS NAO-ALVO Daphnia magna, Lemna minor, Pomacea

canaliculata e Hyphessobrycon eques

RESUMO - Os efeitos téxicos e a segurangca ambiental do Teflubenzuron
(TFB), inseticida utilizado para o controle de parasitos de peixes, podem ser
avaliados em condi¢des de laboratério nos ensaios de toxicidade aguda com
organismos teste. Foi avaliada a toxicidade aguda e a seguranca ambiental do
uso do TFB, com base nos valores de CE50 e CL50 para os organismos nao-
alvo: Daphnia magna, Lemna minor, Pomacea canaliculata e Hyphessobrycon
eques. Os testes de ecotoxicidade aguda foram realizados de acordo com
normas nacionais e internacionais para estas espécies. A CE50;48h estimada
para D. magna alcancou 0,17 pg.L™, o que caracteriza este inseticida como
altamente téxico para a espécie. Para L. minor, a CE50;7d estimada foi
>1000,0 mg.L™? e para P. reticulata e H. eques a CL50;48h, > 1000,0 mg.L™
para esses organismos, resultados estes que classificam o TFB como
praticamente ndo - toxico para estas trés especies. O farmoquimico causou
aumento da condutividade elétrica e diminuicdo da concentracdo de oxigénio
dissolvido na agua, durante os ensaios para P. reticulata e H. eques. O TFB néo
foi seguro para D. magna devido a alta toxicidade para o microcrustaceo,

embora seguro para 0os demais organismos néo-alvo.

Palavras-chave: organismos aquaticos e intoxicacdo ambiental.



1. INTRODUCAO

Os efluentes da piscicultura podem ser considerados como fontes
pontuais de poluicdo e, dependendo do tipo de cultivo, podem conter
compostos quimicos que sdo empregados durante as praticas de manejo.
Entre eles, destacam-se os parasiticidas, antibiéticos, corantes, anestésicos,
desinfetantes, oxidantes, reguladores de pH, algicidas, anti-incrustantes,
aditivos plasticos e horménios (BEVERIDGE et al., 1991).

Os produtos quimicos utilizados em sistemas aquicolas sdo moléculas
sintetizadas para afetar determinadas reacdes bioquimicas de insetos,
microorganismos, animais e plantas, o qual se deseja controlar ou eliminar. No
entanto, determinados processos bioquimicos sdao comuns a todos o0s seres
vivos e, assim, causam efeito ndo somente no organismo-alvo, como também

nos outros seres vivos do ambiente (SPADOTTO et al., 2004).

O teflubenzuron (TFB) é um inseticida desenvolvido para uso agricola,
mas tem sido usado incorporado a racdo de peixes para o tratamento de
infestacBes parasitarias. E um produto quimico derivado da uréia com acdo
reguladora do crescimento de artrépodes e crustaceos, interferindo diretamente
na biossintese de quitina. Esse componente € fundamental no exoesqueleto

dos artropodes e crustaceos, que séo 0s principais ectoparasitos de peixes.

De acordo com Martins (2004), um produto quimico ideal a ser utilizado
na aquicultura deve apresentar auséncia de danos aos peixes, ter degradacao
rapida, ndo deixar residuo na agua, no substrato ou no tecido do animal, nédo
interferir na qualidade da agua, ndo oferecer perigo aos humanos e animais,

baixo custo e facil aplicacdo. Contudo, sabe-se que a maioria dos produtos



utilizados para este fim sdo altamente toxicos se administrados de maneira
incorreta ou indiscriminada.

A dificuldade encontrada para realizar algum tipo de tratamento é o
desconhecimento da eficacia dos produtos, além da auséncia da comprovacao
cientifica de sua toxicidade, seguranca ou possiveis efeitos metabdlicos e
residuos.

Os ensaios de ecotoxicidade aquatica sao ferramentas utilizadas para
detectar e avaliar os efeitos toxicologicos potenciais de farmoquimicos
utilizados em organismos aquaticos. Por meio de bioensaios, organismos
aquaticos respondem a presenca ou ao efeito de uma substancia toxica,
isolada ou combinada com outras. Assim, esses ensaios fornecem uma base
de dados que pode ser usada para avaliar o risco associado com a situagao no
gual o xenobidtico, o organismo e as condicdes de exposicdo sao definidas

(RAND & PETROCELLI, 1985).

Para efeito de monitoramento de um corpo de agua possivelmente
contaminado com substancias toxicas, um dos ensaios mais utilizados € o de
avaliacdo da toxicidade aguda, pois proporciona rapidas respostas na
estimativa dos efeitos letais de um agente toxico sobre o0s organismos

aquéticos (LOMBARDI, 2004).

Vérias espécies vém sendo empregadas internacionalmente em testes
de toxicidade, gerando subsidios importantissimos para uma melhor avaliacdo
e caracterizacdo dos efeitos agudos e crénicos de diversos agentes téxicos e
em corpos receptores. Dentre os principais grupos de organismos, utilizados
em ensaios laboratoriais, destacam-se: microalgas, microcrustaceos,

equindides, poliquetas, oligoquetas, moluscos, peixes, macréfitas e bactérias,



representando os mais diversos ecossistemas e niveis tréficos (MAGALHAES

& FERRAO FILHO, 2008).

Para a escolha do organismo-teste geralmente usam-se 0s seguintes
critérios de selecdo de espécies: abundéancia e disponibilidade; significativa
representacdo ecoldgica dentro das biocenoses; cosmopolitismo da espécie;
conhecimento da sua biologia, fisiologia e habitos alimentares; estabilidade
genética e uniformidade de suas populacdes; baixo indice de sazonalidade;
sensibilidade constante e apurada; importancia comercial; facilidade de cultivo
em laboratério e, se possivel, a espécie deve ser nativa para a melhor

representatividade dos ecossistemas (RAND & PETROCELLI, 1985).

N&o existe uma Unica espécie de organismo que represente integralmente
os efeitos causados em um determinado ecossistema. Por este motivo,
recomenda-se empregar no minimo trés espécies que representem diferentes
niveis na cadeia trofica, a fim de se obter resultados mais precisos e detectar um
efeito toxico especifico, aumentando a probabilidade de se obter uma resposta

toxica com organismos de diferentes sensibilidades (BAUN et al., 1999).

Assim, o0s objetivos deste trabalho foram estimar a toxicidade aguda
(CE50 e CL50) para avaliar a seguranca ambiental do Teflubenzuron para os
organismos bioindicadores: o microcrustaceo Daphnia magna, a macrofita
aquatica Lemna minor, o molusco Pomacea canaliculata e o0 peixe
Hyphessobrycon eques, assim como avaliar as variaveis fisicas e quimicas da

agua para as duas ultimas espécies mencionadas.



2. MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram realizados no Nucleo de Estudos e Pesquisas
Ambientais em Matologia, Nepeam, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias da Unesp, campus de Jaboticabal.

O teflubenzuron (150g de ingrediente ativo) na formulacdo Nomolt® foi
fornecido pela BASF S.A. Os organismos utilizados foram cultivados no

laboratorio e fornecidos por criadores credenciados da regiéo.

2.1 Toxicidade aguda para Daphnia magna

Para o ajuste da relacdo concentragao/resposta, um ensaio preliminar foi
montado para se estabelecer o intervalo de solugfes teste a ser utilizado no
ensaio definitivo. Para a realizacdo dos experimentos de toxicidade aguda
foram preparadas solucdes estoques de teflubenzuron no momento da
realizacdo do ensaio. As solucdes foram mantidas na temperatura do ensaio no
momento da transferéncia dos organismos. A partir destas solu¢cdes foram
obtidas as concentracées 0,05; 0,1; 0,3; 0,5 e 1,0 ug.L™*. Em tubos de ensaio
de vidro de 30,0 mL, foram preparados volumes conhecidos de solugcbes
estoques, completando-se 9,0 mL com agua natural ajustada. O volume foi
completado para 10,0 mL com 1,0 mL de agua de cultivo, contendo cinco
animais neonatos. Para a avaliacdo da concentracdo efetiva CE50;48h foi
conduzido um experimento compostos por cinco tratamentos com quatro
repeticbes e controle, distribuidos em um delineamento inteiramente

casualizado (DIC). Os experimentos foram realizados em sala de bioensaios



durante 48 horas, com temperatura del8 e 22 °C, em ambiente escuro, sem

alimentacéo.

Apbs 24 e 48 horas de exposi¢do, 0s animais imoveis que nao foram
capazes de nadar durante 15 segundos serao retirados (ABNT, 2011). O valor
da concentracdo efetiva CE50;48h foi estimado pelo método “Trimmed

Sperman Karber” (HAMILTON et al., 1977).

2.2 Toxicidade aguda para Lemna minor

A aclimatacdo das macrofitas foi realizada em cristalizadores com 1,0 L
de meio de cultivo Hoagland's e 1,0 L de agua destilada em sala de bioensaio
em temperatura de 25 = 2 °C e iluminacdo constante com lampadas

fluorescentes modelo LF-20W/RS com 1000 lux, por trés dias.

As plantas foram previamente desinfetadas em solugéo de hipoclorito de
sédio 2% e agua destilada e foram transferidas quatro colénias com trés
frondes cada colénia para recipientes com 50,0 mL de Hoagland's. As
macrofitas permaneceram em sala de bioensaio por mais 24 horas e em

seguida foi adicionado mais 50,0 mL de Hoagland’s com a solucéo teste.

Foram realizados testes periddicos de sensibilidade com cloreto de sadio

para avaliagdo da sanidade dos lotes de plantas (OECD, 2002).

Nos ensaios definitivos foram utilizadas as concentra¢des: 700,0; 800,0;
900,0 e 1000,0 mg.L™ e um controle, todos com trés réplicas. As avaliacdes

foram realizadas em 3, 5 e 7 dias apds a exposicao.



2.3 Toxicidade aguda para Hyphessobrycon eques e Pomacea

canaliculata

Os peixes, com peso entre 0,5 e 1,0 gr e caramujos com peso meédio de 1,5
gr, foram aclimatados por dez dias em sala de bioensaio a 25 + 2 °C, pH entre 7,0 e
8,0; oxigénio dissolvido > 4,0 mg.L™ e condutividade elétrica entre 170,0 e 180,0
uS.cm™ (ABNT, 2011).

Inicialmente, para avaliar a sensibilidade do lote dos organismos foram
realizados ensaios de sensibilidade com a substancia “referéncia” cloreto de
potassio (KCI, Pro-analisis). A CL50 para o mato grosso foi de 2,63 mg.L™ com
intervalo de confianca de 95% entre 2,38 mg.L™ e 2,90 mg.L™ e a CE50 para o
caramujo foi de 1,97 mg.L™ com intervalo de confianca de 95% entre 1,59
mg.L™ e 2,45 mg.L™ Y. Em seguida, foram realizados os ensaios preliminares
com o TFB para determinar os intervalos de concentragcdo em que a substancia
causa zero e 100% de mortalidade.

A partir desses ensaios foram determinadas as seguintes
concentracdes: 700,0; 800,0; 900,0 e 1000,0 mg.L™ de TFB e um controle para
serem utilizadas nos ensaios definitivos para as duas espécies. Nestes
ensaios foram utilizadas concentraces de até 1000,0 mg.L™, ou seja, dez
vezes a recomendada no teste limite, e constata-se que, com pelo menos
99% de confianca, o valor da CL50;48h do TFB é superior a concentracao
limite de 100,0 mg.L™ (OECD, 2008).

Os dois ensaios foram conduzidos em sistema estatico, com trés
repeticdes e com densidade maxima de 1,0 g.L™* (ABNT, 2011). Para o ensaio
com o mato grosso foram utilizados trés peixes por réplica e para o caramujo

cinco animais por réplica.



Os sinais de intoxicacdo para o mato grosso (agitacdo, posicdo na
coluna d’agua, batimento opercular, natacdo erratica e capacidade de
arfagem), a avaliagdo da mobilidade do caramujo e as variaveis fisicas e
quimicas da &agua (pH, temperatura, condutividade elétrica e oxigénio

dissolvido) foram realizadas em 0, 24 e 48 horas apés a exposicao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante os ensaios de toxicidade aguda nao ocorreu mortalidade para L.
minor, P. reticulata e H. eques. A CE50;48h estimada para D. magna foi 0,17
ug.Lt (LI = 0,15 pg.L™? LS=0,20 pg.L™), o que caracteriza este inseticida como
altamente toxico para esta espécie (ZUCKER, 1985). Para L. minor, a CL50;7d
estimada foi > 1000,0 mg.L™?, e para P. reticulata e H. eques a CE50;48h e a
CL50:48h foi >1000,0 mg.L™ para ambos organismos, que classificam o TFB
como praticamente ndo - toxico para estas trés espécies (ZUCKER, 1985)

(Tabela 1).

Tabela 1. Valores da CL50/CE50 do TFB para Daphnia magna, Lemna minor,
Hyphessobrycon eques e Pomacea canaliculata.

D. magna L. minor H. eques P. reticulata

Limite Inferior 0,15 pg.L™ - - -
CL50/CE50 0,17 pg.L™? >1000 mg.L™  >1000 mg.L*  >1000 mg.L*
Limite Superior 0,20 pg.L™ - - -

Extremamente  Praticamente Praticamente Praticamente

Classificagao L . s . s ~ s
toxico n&o-toxico n&o-toxico n&o-toxico




A OECD (2008) determina que os testes de toxicidade aguda devem ser
realizados com concentracdes de até 100,0 mg.L™, pois a auséncia de
mortalidade nesta concentracéo indica que esse organismo ndo € 0 grupo mais
sensivel para a substancia em exposicdo a curto prazo. Neste trabalho foram
utilizadas concentragées de até 1000,0 mg.L™?, ou seja, dez vezes a recomendada
e constata-se que, com pelo menos 99% de confianga, o valor da CL50;48h do

TFB é superior & concentrac&o limite de 100,0 mg.L™ (OECD, 2008).

Tabela 2. Valores da CL50 para os peixes P.mesopotamicus, P. reticulata, C. carpio e
O. mykiss.

P.
mesopotamicus P. reticulata C. carpio 0. mykiss
CL50 >1000,0 mg.L*  2.707,87 mg.L*  >500 mg.L* >500 mg.L™*
Tempo de 48 96 96 96
exposicéao (h)
- ~ Praticamente. Praticamente Praticamente  Praticamente
Classificagéo L L - L s
nao-téxico néo-téxico néo-téxico nao-téxico
Autor Winkaler, 2008 Medeiros, 2008 USEPA, 1999 USEPA, 1999

Para o mato grosso, a baixa toxicidade foi semelhante ao descrito para o
pacu (P. mesopotamicus) (WINKALER, 2008), guaru (Poecilia reticulata)
(MEDEIROS, 2008), Cyprinus carpio e Oncorhynchus mykiss (USEPA, 1999).
O TFB manteve a mesma classificacdo de toxicidade tanto para peixes
neotropicais quanto para peixes de clima temperado, independente do tempo

de exposicdo do ensaio de toxicidade aguda.



A baixa toxicidade para a macrofita aquética Lemna minor (CL50;7d = >
1000,0 mg.L™?") foi semelhante a obtida por Medeiros (2008) para o TFB
(CL50:7d = 1.176,2 mg.L™).

Ao contrario da baixa toxicidade do TFB para o P. canaliculata
(CE50:48h = > 1000,0 mg.L™") observou-se alta toxicidade do TFB para o
microcrustaceo Daphnia magna (CE50:48h = 0,17 pg.L™?), corrobando os
achados por Medeiros (2008) (CE50;48h = 0,26 pg.L™) e pela Security
Enviromental Protection Agency, SEPA (1999) (CE50;48h = 0,28 pg.L™"). Essa
alta toxicidade ocorre devido a interferéncia do farmoquimico na biossintese de
quitina do microcrustaceo em questdao (MEDEIROS, 2008).

O TFB causou o aumento da condutividade elétrica na agua e
diminuicdo da concentracdo de oxigénio dissolvido da dgua durante os ensaios
de toxicidade da P. canaliculata e H. eques embora nao significativo. Durante o
processo de degradacdo do TFB na &gua pode ocorrer a liberacdo de ions de
flior e de cloro, causando aumento da condutividade elétrica da agua. O
consumo de oxigénio pelos peixes e a degradacdo do farmoquimico diminuiu a
concentracdo de oxigénio dissolvido da &gua, fazendo com que o0s peixes

buscassem oxigénio na interface agua - ar (Tabelas 3 e 4).

As demais variaveis fisicas e quimicas da agua, como temperatura e pH
restantes ndo se alteraram e permaneceram de acordo com as normas da ABNT
(2011). A reducéo do oxigénio dissolvido fez com que 0S peixes permanecessem

na superficie em busca oxigénio na interface agua - ar.



Tabela 3. Variaveis fisicas e quimicas da agua durante o teste de toxicidade aguda do
teflubenzuron para o peixe mato grosso H. eques.

Variaveis Temperatura (°C) Condutividade Elétrica (uS.cm™)
Concentragdo 24h 48h oh 24h 48h
(mg.L™)

0,0 25,5 26,0 26,1 0,184 0,189 0,193
700,0 25,5 26,0 26,1 0,234 0,238 0,238
800,0 25,4 25,9 25,8 0,243 0,247 0,247
900,0 255 26,0 25,8 0,250 0,255 0,255
1000,0 25,4 25,8 25,7 0,259 0,264 0,264

Variaveis Oxigénio Dissolvido (mg.L™) pH
Concentracdo 24h 48h oh 24h 48h
(mg.L™)

0,0 7,7 7,3 7,2 7,9 7,9 7,9
700,0 7,9 6,6 2,9 7,7 7,7 7,7
800,0 7,8 3,4 2,4 7,8 7,7 7,7
900,0 7,7 2,6 2,3 7,8 7,8 7,7
1000,0 7,7 2,5 2,3 7,8 7,8 7,7

Tabela 4. Variaveis fisicas e quimicas da agua durante o teste de toxicidade aguda do
teflubenzuron para o caramujo P. canaliculata.

Variaveis Temperatura (°C) Condutividade Elétrica (uS.cm™)
Concentracao 24h 48h oh 24h 48h
(mg.L™)

0,0 25,9 26,2 25,9 0,166 0,170 0,171
700,0 25,9 26,5 26,2 0,170 0,199 0,225
800,0 26,0 26,7 26,4 0,179 0,199 0,230
900,0 26,1 26,7 26,4 0,184 0,230 0,242
1000,0 26,0 26,7 26,1 0,199 0,235 0,244

Variaveis Oxigénio Dissolvido (mg.L™) pH
Concentracdo 24h 48h oh 24h 48h
(mg.L™)

0,0 4,5 2,9 3,4 7,3 7,2 6,9
700,0 1,4 0,6 0,9 7,2 7,3 6,9
800,0 1,3 0,6 0,7 7,3 7,3 7,0
900,0 1,3 0,5 0,6 7,0 7,3 7,0

1000,0 1,0 0,3 0,6 7,1 7,3 7,1




4. CONCLUSAO

O teflubenzuron é considerado seguro desde que utilizado de forma

controlada e em quantidades restritas de agua.

Com a seguranca ambiental estimada, foi cumprida parte da etapa de
avaliacdo ecotoxicologica do TFB. Essa etapa é a inicial do processo de

viabilizacdo de um farmoquimico para registro na aquicultura.
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ASPECTOS ECOTOXICOLOGICOS E HISTOPATOLOGIA DO INSETICIDA

TEFLUBENZURON EM PACU, Piaractus mesopotamicus

Resumo — As doencas causadas por parasitos sdo um dos principais fatores
limitantes da produtividade aquicola. Os farmoquimicos com potencial para
serem utilizados no tratamento de doencas parasitarias necessitam de estudos
ecotoxicoldgicos, de seguranca e de eficacia no controle. Assim, os objetivos
deste trabalho foram estimar a toxicidade aguda (CL50;48h) e crbénica do
inseticida teflubenzuron (TFB) para o Piaractus mesopotamicus, avaliar as
variaveis fisicas e quimicas da agua durante os dois ensaios, determinar o
risco de intoxicacdo ambiental deste farmoquimico para esta espécie e avaliar
os efeitos histopatolégicos nas branquias, figado e rins apds exposicéo cronica
a este inseticida. O TFB nédo causou mortalidade dos peixes nos ensaios agudo
e cronico, portanto, a CL50;48h > 1000,0 mg.L? classificado como
praticamente ndo-téxico e sem causar risco de intoxicacdo ambiental para o
pacu. A concentracdo de efeito ndo-observado (CENO) foi > 20,0 mg.L™ pois
nao ocorreu mortalidade, e a concentracdo de efeito observado (CEO) néo
ocorreu durante o ensaio de toxicidade cronico. As alteracdes histopatoldgicas

causadas pelo TFB sdo consideradas reversiveis.

Palavras-chave: Ecotoxicidade, farmoquimico, aquicultura.



1. INTRODUCAO

A intensificacdo dos sistemas de producdo aquicola aliada a fatores
como manejo inadequado e alta densidade de estocagem, podem ocasionar o
aparecimento de doencas, que causam grandes perdas econdmicas.
(RANZANI-PAIVA et al., 1997; SCHALCH & MORAES, 2005).

Os microrganismos vivem em equilibrio no ambiente, no corpo e nas
visceras dos peixes. Porém, qualquer fator que tenha efeito direto na saude do
peixe e diminua sua resisténcia imunologica contribui para que os agentes
patogénicos se proliferem, podendo levar o hospedeiro a morte (MORAES &
MARTINS, 2004).

As perdas causadas por parasitos representam fator determinante para o
sucesso da piscicultura, pois, além de disseminar agentes patogénicos para o
ambiente, representam riscos a saude publica (MARTINS et al., 2002).
Protozoarios como Trichodina sp. e Ichthyophthirius multifilis e os Monogenoidea,
Dactylogyrus e Gyrodactylus, destacam-se como sendo o0s ectoparasitos de maior
importancia para os peixes (MARTINS, 1998; MARTINS et al., 2002).

O teflubenzuron (TFB) € um inseticida derivado da uréia com acao
reguladora do crescimento de artrépodes e crustaceos. Ao ser administrado por
via oral, entra na corrente sanguinea do peixe e 0 parasitos durante a
hematofagia ingerirem o inseticida. Este inseticida pode ser usado na
aquicultura para o controle de parasitos de peixes, pois € pouco toxico para a
maioria dos vertebrados (MEDEIROS, 2008; WINKALER, 2008) e tem
demonstrado eficacia contra as infestacdes do copépodo, piolho de salméo,
Lepeophtheirus salmonis incorporado a racéo (10,0 mg.kg™ de peixe) por sete

dias (BRANSON et al., 2000).



Os possiveis efeitos toxicos e o risco ambiental dos xenobidticos podem
ser avaliados em condi¢cdes de laboratério em ensaios de toxicidade com
organismos teste ndo alvos, sendo determinados o tempo e as concentracfes
em que o0 agente quimico € potencialmente prejudicial (ZAGATTO &
BERTOLETI, 2008).

Em ambientes aquéticos degradados os farmoquimicos normalmente
ocorrem em concentracdes subletais, de maneira que alteracdes na estrutura e
na fisiologia dos organismos aquaticos sdo mais comuns que a mortalidade em

massa (POLEKSIC & MITROVIC-TUTUNDZIC, 1994).

Estas alteragdes, uma vez caracterizadas, podem ser utilizadas como
biomarcadores (JOBLING, 1995), que consistem em alteracbes bioldgicas
relacionadas a exposicao ou aos efeitos toxicos de um contaminante ambiental

(PEAKALL, 1994).

Uma resposta fisiolégica € uma alteracdo causada por um agente
estressor, e pode ser iniciada no organismo para a manutencdo da
homeostase, ou a alteracdo pode refletir um colapso de alguma funcao
fisioloégica gerado diretamente pelo estressor, e nesse caso ser considerada
mais como um efeito que uma resposta. Assim, um efeito fisiolégico pode
iniciar uma resposta fisiologica para corrigir o estado interno alterado do animal
(HEATH, 1995), e ambos (o efeito e a resposta) podem ser usados como

biomarcadores.

No Brasil, nos ultimos anos, tem crescido o nivel de procura pela criacédo
de peixes em cativeiro, como 0 pacu, Piaractus mesopotamicus, um peixe

nativo de habito alimentar onivoro, com rapido crescimento e boa qualidade de



carne (JOMORI et al., 2003), sendo a segunda espécie nativa mais cultivada
(IBAMA, 2008).

Assim, os objetivos deste trabalho foram estimar a toxicidade aguda
(CL50:48h) do TFB, na formulacdo Nomolt®, avaliar a toxicidade cronica deste
inseticida, determinar o risco de intoxicacdo ambiental e os efeitos
histopatoldgicas em branquias, figado e rins do pacu apés a exposi¢cao cronica

ao TFB para o pacu.

2. MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram realizados no Nucleo de Estudos e Pesquisas
Ambientais em Matologia, Nepeam, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias da Unesp, campus de Jaboticabal.

O teflubenzuron (150g de ingrediente ativo) na formulacdo Nomolt® foi
fornecido pela BASF S.A. Os peixes foram fornecidos pelo Centro de

Aquicultura da Unesp e por criadores credenciados da regido.

2.1 Ensaios de toxicidade aguda

Para a realizacdo dos ensaios de toxicidade aguda foram utilizados
exemplares de alevinos de pacu com peso entre 0,5 e 1,0 gr. Estes animais
foram mantidos em quarentena no setor de criacdo de organismos aquaticos
do proprio laboratério por aproximadamente 30 dias.

ApoOs este periodo, os animais considerados sadios e livres de doencas
foram aclimatados por dez dias em sala de bioensaio, a 25 + 2 °C, em tanques
com capacidade de 250 L de agua. Os animais foram alimentados com racéo

comercial com teor de 32% de proteina, uma vez ao dia, a vontade. O pH foi



mantido entre 7,0 e 8,0, oxigénio dissolvido > 4,0 mg.L™ e condutividade
elétrica entre 170,0 e 180,0 pS.cm™ (ABNT, 2011).

Inicialmente, para avaliar a sensibilidade dos peixes foram realizados
ensaios de sensibilidade com a substancia referéncia cloreto de potassio (KCl,
Pro-analisis) com CL50;48h de 1,54 g.L}, com intervalo de confianca de 95%
entre 1,28 a 1,86 g.L™.

Em seguida, foram realizados os ensaios preliminares para determinar o
intervalo de concentragdo em que a substancia causa zero e 100% de
mortalidade.

A partir desses ensaios preliminares foram determinadas as seguintes
concentra¢des: 700,0; 800,0; 900,0 e 1000,0 mg.L™* de TFB e um controle para
realizacdo dos ensaios definitivos. Os ensaios foram conduzidos em sistema
estatico, de trés réplicas com trés peixes em cada na densidade maxima de 1,0
g.L"t (ABNT, 2011).

A mortalidade, os sinais de intoxicacdo (agitacdo, posicdo na coluna
d’agua, batimento opercular, natacdo erratica e capacidade de arfagem) de
acordo com Murthy et al. (1984) e as variaveis fisicas e quimicas da agua (pH,
temperatura, condutividade elétrica e oxigénio dissolvido) foram avaliados em
0, 24 e 48 horas ap0s a exposicao.

A CL50;48h foi calculada com os dados acumulados de mortalidade em
48 horas de exposicdo, pelo software Trimmed Sperman Karber e o

farmoquimico foi classificado de acordo com Zucker (1985).

2.2 Ensaios de toxicidade crbnica e anélise histopatoldgica



Os peixes foram aclimatados em sala de bioensaio por dez dias a 25 + 2 °C
em tanques de 250 L, com agua da rede de abastecimento. A agua era
sifonada uma vez ao dia para facilitar a retirada de matéria em decomposicao.
Os peixes foram alimentados com racdo comercial com 40% de proteina, uma
vez ao dia, a vontade com pH entre 7,0 e 8,0; oxigénio dissolvido > 4,0 mg.L™* e
condutividade elétrica entre 170,0 e 180,0 pS.cm™ (ABNT, 2011).

As concentragfes utilizadas no ensaio crbénico foram baseadas na
CL(1)50;48h de > 100,0 mg.L™, obtida no ensaio de toxicidade aguda do TFB
para o pacu. A OECD (2008) recomenda que um teste de toxicidade aguda
seja realizado de acordo com o limite de concentracdo (concentracdo da
substancia deve ser de 100,0 mg.L™ no teste limite). A auséncia de mortalidade
durante os ensaios garante 99% de confianca de que a CL50 é maior que o
limiar de concentracdo. Para maior confiabilidade e confirmacdo da baixa
toxicidade do TFB os referidos ensaios de toxicidade aguda foram conduzidos
até 1000,0 mg.L™ conforme descrito no item 2.1.

A determinacdo das concentracdes teste para o ensaio cronico foi
baseada no teste limite (100,0 mg.L™?). Assim, foram testados os seguintes
guocientes: controle, CL50/5, CL50/10, CL50/50 e CL50/100 (ABNT, 2007)

referente a 0,0; 1,0; 2,0; 10,0 e 20,0 mg.L™ (Tabela 1).



Tabela 1. Valores de quociente e concentracao utilizados no ensaio de toxicidade
crbnica do TFB para o pacu, P. mesopotamicus

Quociente Concentragéo (mg.L™)
CL50/100 1,0

CL50/50 2,0

CL50/10 10,0

CL50/5 20,0

Os ensaios foram conduzidos em sistema estatico, com oxigenagao
artificial, com alimentacdo a cada dois dias, com trés peixes por réplica e
duracdo de sete dias. As avaliacbes de mortalidade e das variaveis fisicas e
quimicas da agua (pH, temperatura (°C), oxigénio dissolvido (mg.L™) e
condutividade elétrica (uS.cm™) foram realizadas em 1, 3, 5 e 7 dias ap6s a
exposicao ao inseticida.

As variaveis CENO (concentracdo de efeito ndo observado) e CEO
(concentracdo de efeito observado) foram calculadas de acordo com as
recomendacgOes do IBAMA (1987) e a ocorréncia de mortalidade durante o
periodo experimental (7 dias) foi utilizada como variavel de estudo.

Ao final do periodo experimental foi realizada a coleta de amostras para
posterior andlise histopatoldgica. Para tanto, trés animais de cada tratamento
foram eutanasiados por descerebragdo, sem a utilizacdo de anestésicos para
nao interferir nos resultados histopatolégicos das amostras. Os fragmentos de
tecidos de branquias, figado e rins foram coletados e imersos em solucéo
fixadora de formaldeido tamponado a 10%, por 24 horas. ApoOs a fixacdo, os
fragmentos foram submetidos a desidratacdo, diafanizacdo e inclusdo em

Histosec® (Merck). A seguir, foi seccionado em micrétomo automatico (Leica,



RM-2155) obtendo-se cortes 5 um de espessura, corados posteriormente com
hematoxilina-eosina (HE) (BEHMER et al., 1976). A rotina foi realizada no Setor
de Técnicas Morfologicas do Laboratorio de Anatomia da FCAV/UNESP,

Campus de Jaboticabal.

2.3 Risco de intoxicagcao ambiental

O risco de intoxicagdo ambiental € definido como a probabilidade de um
farmoquimico, ao cair no ambiente, causar intoxicagcdo em uma determinada
espécie. O risco de intoxicacdo ambiental do TFB para o pacu foi calculado
utilizando a raz&o entre a concentragdo ambiental estimada (CAE) ou predicted
environmental concentration (PEC) e a concentracao de efeito ndo observado
(CENO) ou Predicted No-Effect-Concentration (PNEC), obtida nos ensaios
cronicos. Assim, se essa relacao for > 1, causa risco ambiental, se for <1,

isenta-se (CEC, 2003).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Ensaios de toxicidade aguda e cronica.

O teflubenzuron foi considerado praticamente ndo toxico para o pacu
pela classificacdo de Zucker (1985), pois a CL50 foi > 100,0 mg.L™. A OECD
(2008) determina que os testes de toxicidade aguda devem ser realizados com
concentracfes de até 100,0 mg.L™?, pois a auséncia de mortalidade nesta
concentracdo indica que esse organismo ndo é o grupo mais sensivel para a
substancia em exposicdo a curto prazo. No presente estudo, foram utilizadas

concentracdes teste de até 1000,0 mg.L™, ou seja, dez vezes a recomendada e



constata-se que, com pelo menos 99% de confianca, o valor da CL50;48h do

TFB é superior & concentracéo limite de 100,0 mg.L™ (OECD, 2008).

Tabela 2. Valores da CL50 do TFB para as espécies de peixes P.mesopotamicus, P.
reticulata, C. carpio e O. mykiss

P.
mesopotamicus P. reticulata C. carpio O. mykiss
CL50 >1000,0 mg.L*  2.707,87 mg.L* >500mg.L?  >500 mg.L*
Tempo de 48 96 96 96
exposicao (h)
. N Praticamente Praticamente Praticamente Praticamente
Classificacéo R R . s . s
néo-téxico néo-téxico nao-téxico nao-téxico
WINKALER, MEDEIROS,
Autor 2008 2008 SEPA, 1999  SEPA, 1999

A baixa toxicidade foi a mesma encontrada para 0s peixes: P.
mesopotamicus (WINKALER, 2008), Poecilia reticulata (MEDEIROS, 2008),
Cyprinus carpio e Oncorhynchus mykiss (SEPA, 1999) (Tabela 2). O TFB
manteve a mesma classificacdo de toxicidade tanto para peixes neotropicais
guanto para peixes de clima temperado, pois todos apresentaram CL50 acima
de 100,0 mg.L™, independente do tempo de duracéo dos ensaios.

A baixa toxicidade foi similar a observada para o diflubenzuron (DFB), um
inseticida do mesmo grupo do TFB, para os peixes: Lepomis macrochirus
(CL50:96h = 100,0 mg.L™), Cyprinus carpio (CL50;96h = 393,0 mg.L™) (USEPA,
1999), P. mesopotamicus (CL50;96h = 1200,0 mg.L™ ) (LOPES, 2005), Rhamdia
quelen (CL50;96h = 1000,0 mg.L™) (KREUTZS et al., 2008), Zungaro zungaro

(CL50;96h = 500,0 mg.L™) (PELLI et al., 2008).



Comparados aos outros grupos de inseticidas utilizados no controle de
ectoparasitos de peixes, como o triclorfon, o paration metilico e o toltrazuril, o
TFB é menos toxico. LOPES (2005) avaliou a toxicidade aguda do triclorfon
para o pacu, P. mesopotamicus e estimou a CL50;96h de 0,23 mg.L™. A
CL(50;96h) estimada do paration metilico para exemplares jovens de pacu foi
de 9,89 mg.L™ e para alevinos, de 3,97 mg.L™* (CRUZ et al., 2004). O TFB se
mostrou menos toxico do que o toltrazuril (TOL), um farmoquimico derivado de
triazina também utilizado para o controle de parasitos de peixes. Este
apresentou uma toxicidade moderada, sendo a CL50;96h para truta arco-iris,
Oncorhynchus mykiss de 0,44 mg.L™ e para Daphnia magna, a CE50;48h > 2,0

mg.L™" (BAYER, 2010).

Neste trabalho, com o aumento da concentracdo dos inseticidas na agua
observou-se diminuicdo da concentracdo de oxigénio dissolvido e aumento da
condutividade elétrica (Tabela 3), chegando a valores inferiores ao
recomendado pela Enviromental Protection Agency (EPA). Mesmo em altas
concentracOes testadas, ndo foi observada mortalidade dos animais expostos

aos inseticidas.

A concentracdo de oxigénio dissolvido na éagua dos testes para
determinacdo da toxicidade aguda € fator limitante durante a realizacdo dos
experimentos ecotoxicologicos para peixes. O limite minino de oxigénio

dissolvido na agua dos testes ndo deve ser inferior a 4,0 mg.L™* (USEPA, 1999).

A sobrevivéncia do pacu em baixas concentracdes de oxigénio durante
os testes de toxicidade aguda pode ser atribuida ao fato de ser uma espécie do

Pantanal Sul Americano. Por esta razdo, suporta diversas concentracdes de



aeracdo que se alteram em pulsos de inundacao, superando valores menores

que 1,0 mg.L™ (BASTOS et al., 2007).

As variaveis restantes (condutividade elétrica, pH e temperatura) néo

sofreram alteracdo e permaneceram de acordo com a ABNT (2011).

Tabela 3. Variaveis fisicas e quimicas da agua durante o teste de toxicidade aguda do
Teflubenzuron para o pacu, P. mesopotamicus.

Variaveis Temperatura (°C) Condutividade Elétrica (uS.cm™)
Concentracdo 24h 48h oh 24h 48h
(mg.L™)

0,0 24,7 25,7 26,1 0,184 0,196 0,206
700,0 24,9 25,8 25,9 0,232 0,244 0,243
800,0 24,8 25,9 25,9 0,239 0,251 0,246
900,0 24,6 25,6 26,0 0,247 0,260 0,257
1000,0 24,6 25,9 25,9 0,254 0,267 0,264

Variaveis Oxigénio Dissolvido (mg.L™) pH
Concentracdo 24h 48h oh 24h 48h
(mg.L™)

0,0 49 2,3 2,6 6,8 7,5 7,6
700,0 4,8 0,9 1,3 7,0 7,6 7,6
800,0 4,5 0,9 1,1 7,0 7,6 7,7
900,0 4,7 0,7 1,0 7,0 7,7 7,7
1000,0 3,6 0,7 0,7 6,9 7,6 7,7

Durante o periodo experimental, foi observado, conjuntamente aumento
do batimento opercular e agitacdo dos peixes imediatamente apds a aplicacédo
(Oh), prolapso labial e a permanéncia dos peixes na superficie dos aquérios
nas 24 e 48 horas seguintes, caracterizando como indicativo de baixo nivel de
oxigénio dissolvido na &gua. Esses sinais de intoxicagcdo também foram
observados para a mesma espécie em ensaios agudos com o TFB

(WINKALER, 2008).

A degradacdo do TFB na agua fez com que ocorresse a liberacdo de

ions de fluor e de cloro, fazendo com que a condutividade elétrica aumentasse



durante o ensaio de toxicidade aguda. O consumo de oxigénio pelos peixes e a
degradacédo do farmoquimico diminuiu a concentracdo de oxigénio dissolvido
da agua, induzindo comportamento diferenciado nos peixes, como captacao de
oxigénio na superficie da agua. Mesmo assim, durante o ensaio cronico, o TFB
também ndo causou mortalidade dos animais expostos. Na avaliacdo das
variaveis fisicas e quimicas da &agua, ocorreu aumento da condutividade
elétrica em todas as concentracgdes, inclusive no controle, variando de 0,190
uS.cm™no primeiro dia para 0,283 pS.cm™ no sétimo dia. O excedente de ragéo
nao ingerida pelos peixes acrescentado as excretas produzidas podem ter sido

responsaveis por essa alteracao (BARRETO et al., 2010) (Tabela 4).

Tabela 4. Variaveis fisicas e quimicas da agua durante os dias de avaliagdo do ensaio
de toxicidade crénica do teflubenzuron para o pacu, P. mesopotamicus.

Temperatura (°C) Condutividade Elétrica (uS.cm™)
concentragao .y 34 5g 74 1d 3d 5d 7d
(mg.L™)
0,0 259 26,3 26,2 26,2 0,190 0,212 0,235 0,275
1,0 259 26,0 26,2 26,3 0,187 0,204 0,221 0,297
2,0 26,4 26,4 26,7 26,3 0,190 0,209 0,223 0,347
10,0 26,4 264 265 26,4 0,193 0,213 0,234 0,254
20,0 26,3 26,4 265 26,3 0,190 0,204 0,220 0,246
Oxigénio Dlisolwdo oH
(mg.L™)
Concentracdo ;4 34 54  7d 1d 3d 5d 7d
(mg.L™)
0,0 9,6 9,9 8,1 7,5 7,7 8,2 8,2 7,4
1,0 9,1 9,6 7,9 8,8 7,6 8,1 8,1 7,8
2,0 8,9 8,6 7,6 7,3 7,6 8,0 8,1 7,8
10,0 5,8 7,8 7,4 7,5 7,5 8,0 8,0 7,8
20,0 8,8 6,1 7,2 8,5 7,6 7,9 8,0 7,9

O valor da concentracédo de efeito ndo-observado (CENO) foi maior que
20,0 mg.L™, pois ndo ocorreu mortalidade na maior concentracdo e o valor da

concentracdo de efeito observado (CEO) ndo ocorreu, pois nao foram



verificados efeitos durante os sete dias de exposicdo. Com esses resultados
(CENO > 20,0 mg.L™"), acrescidos aos dados da concentracdo ambiental
estimada, de 10,0 mg.kg*(BRANSON et al., 2000), o risco calculado foi > 1.
Avaliando os parametros o TFB nao causa risco de intoxicacdo ambiental para
o pacu conforme a CEC (2003), além de néo representar efeito crénico para o

peixe, sendo que a CENO indica efeito ndo téxico.

3.2. Andlise histopatoldgica

Existem quatro rotas por meio das quais 0s xenobi6ticos podem entrar no
peixe: pelas branquias, pela alimentacdo, ao ingerir 4gua (animais marinhos) e
pela pele (HEATH, 1995). Os xenobitticos atuam em diferentes niveis de

organizacao bioldgica, o que pode levar a diferentes respostas (JOBLING, 1995).

Os farmoquimicos exercem seus efeitos primeiro no nivel enzimatico, ou
alterando alguma funcédo celular, como a permeabilidade das membranas.
Estas alterac6es podem afetar a integridade celular, a ultraestrutura e funcdes,
como consumo de energia ou o nivel de secrecdo hormonal (HEATH, 1995).
Se estas alteracfes sdo muito severas, pode ocorrer morte celular, resultando
em lesbGes histoldgicas irreversiveis. Como o0s 6rgdos sao constituidos de
varios tipos celulares, efeitos em um ou mais desses tipos podem comprometer
a funcdo do 6rgdo. Por exemplo, alguns farmoquimicos podem causar um
descolamento ou uma necrose no epitélio branquial que pode alterar a
permeabilidade branquial ao oxigénio e assim comprometer a funcgéo
respiratoria em todo o animal, levando ao uma faléncia da homeostase. Alguns

Orgdos entdo comecam a apresentar respostas compensatorias (por exemplo,



um aumento na taxa respiratoria), na tentativa de restabelecer o equilibrio
interno do organismo. Nesse caso, a alteracdo inicial na branquia € um efeito

patolégico que causa uma ou mais respostas fisiolégicas (HEATH, 1995).

3.2.1 Branquias

A constituicdo das branquias dos pacus do grupo controle foi tipica de
peixes teledsteos, composta pela lamela primaria, que é constituida por
cartilagem que reveste e a sustenta, no seu interior ocorre a presenca de um
vaso sanguineo a partir da lamela secundaria. Esta € composta por células
mucosas e células de sustentacdo. Entre as lamelas secundarias ocorre a
formacdo do espaco interlamelar composto por células mucosas, células de

revestimento e células cloreto.

Nos animais tratados com CL50/100 (1,0 mg.L™) e CL50/50 (2,0 mg.L™),
as caracteristicas histopatologicas foram similares ao descrito no controle, ndo

ocorrendo nenhuma alteracéo na histoarquitetura das branquias (Figura 3 A).

Nos animais tratados com CL50/10 (10,0 mg.L™) e CL50/5 (20,0 mg.L™),
as caracteristicas histopatoldgicas foram similares ao descrito no controle,
porém ocorrendo estase no interior da lamela secundaria (Figura 3B). A estase
observada ocorreu possivelmente para aumentar a oxigenagao sanguinea.
Essa alteracdo também foi observada por Avilez (2008) em matrinxa (Brycon

amazonicus) expostos ao fenol.



LP
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Figura 1. Fotomicrografia de cortes transversais de branquias de pacu. A.
Controle. LP: Lamela primaria, Setas: Lamelas secundarias. B. CL50/10.

Estrela: estase. Aumento de 40X. Coloragcéo HE. Barra de 1,0 cm = 34,5 um.



3.2.2. Figado

Histologicamente, o figado dos peixes no grupo controle apresentou
organizacdo cordonal dos hepatoécitos formado a partir das veias centrais do
orgao (Figura 1A). Os hepatdécitos apresentaram citoplasma claro (acidéfilo) e

nacleo (basdfilo) levemente deslocado para a periferia da célula (Figura 1A).

Nos peixes tratados com CL50/5 (20,0 mg.L™"), as caracteristicas
histol6gicas foram similares as descritas para 0s peixes do grupo controle,
porém em algumas regides, ocorreu aumento do volume celular (hipertrofia) e
deslocamento do nucleo celular para a periferia. (Figura 1B). Estas alteracdes
podem ser decorrentes do aumento no numero de organelas responsaveis por

metabolizar o xenobidtico (CARRASCHI, 2010).

Nos peixes tratados com CL50/10 (10,0 mg.L™Y), as caracteristicas
histologicas foram similares ao descrito no tratamento anterior, ocorrendo
aumento do didametro do capilar sinusoide (Figura 1C), indicativo de maior fluxo
sanguineo no figado, sugerindo uma estratégia de eliminacdo dos residuos
produzidos por este 6rgdo para posterior excrecdo renal ou branquial

(VENTURINI, 2010).

Nos animais tratados com CL50/50 (2,0 mg.L™) e CL50/100 (1,0 mg.L™),

a histoarquitetura do tecido hepético foi semelhante ao descrito para o controle.

A estrutura do figado de pacu (controle, CL50/50 e CL50/100) foram

similares as descritas para o pacu (CARRASCHI, 2010 e VENTURINI, 2010).
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Figura 2. Fotomicrografia de cortes transversais de figado de pacu, P.

mesopotamicus expostos ao TFB. A. Detalhe do controle. B. CL50/5.

Seta: hipertrofia e nacleo deslocado para a periferia. C. CL50/10.

Linha: Arranjo cordonal dos hepatocitos. Estrela: aumento do

didmetro dos capilares sinusoides. Aumento de 40X. Coloragdo HE.

Barra de 1,0 cm = 34,5 ym.



3.2.2. Rins

Os rins nos animais do grupo controle apresentam glomérulos e tabulos
proximais de distais (Figura 2A). No intersticio de tecido composto por tecido

conjuntivo frouxo, onde ocorre a presenca do tecido hematopoiético.

O glomérulo (Figura 2A) constituido por uma capsula de tecido
conjuntivo e no seu interior a presenca de anastomose dos capilares aferentes
e eferentes. Os tubulos proximais séo irregulares e compostos por epitélio de
revestimento cubico simples ciliado. O citoplasma das células epiteliais é claro,

situando-se o nucleo localizado na por¢cao mediana da célula.

Os tubulos distais sao regulares com formato arredondado, células

similares ao descrito nos tubulos proximais.

Nos animais do tratamento CL50/5 (20,0 mg.L™), CL50/10 (10,0 mg.L™)
e CL50/50 (2,0 mg.L™), as caracteristicas histopatolégicas foram similares ao
descrito no controle, porém os glomérulos se desprenderam da capsula

glomerular (Figura 2B).

Nos animais do tratamento CL50/100 (1,0 mg.L™) ndo ocorreu nenhuma

alteracao na histoarquitetura do tecido renal.

A composicdo celular normal dos rins de pacu esta de acordo com a
observada por Cruz (2005) e Carraschi (2010) para o pacu, e por Grizzle &

Rogers (1985) para bagre do canal (I. punctatus).
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Figura 2. Fotomicrografia de cortes transversais de rins de pacu. A.

controle TD: tubulo distal; TP: tubulo proximal; Gl: glomérulo.
B. CL50/5. Seta: glomérulos se desprendendo da capsula
glomerular. Aumento de 40X. Coloragdo HE. Barra de 1,0 cm

= 34,5 pm.



4. CONCLUSAO

A partir das analises dos resultados pode-se inferir que:

O Teflubenzuron é praticamente nado-tdxico em ensaios agudos, nao
causando risco de intoxicacdo ambiental para o pacu, embora cause alteragdes
das variaveis fisicas e quimicas da agua. Nos ensaios crénicos, mesmo nao
ocorrendo mortalidade, o TFB causa efeito crbénico, pois ocorreu alteracdes

toxicas transitorias em branquias, figado e rins de pacu.

Com a seguranca ambiental e o risco de intoxicagdo ambiental do TFB
estimados, foi cumprida a etapa inicial do processo de viabilizacdo de um
farmoquimico, a avaliagdo ecotoxicoldgica, deixando em expectativa o inicio

das préximas etapas.
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EFICACIA DO INSETICIDA TEFLUBENZURON PARA Trichodina sp. EM

PACU, Piaractus mesopotamicus E TILAPIA, Oreochromis niloticus

RESUMO - A intensificacdo dos sistemas de produgcao tem provocado um
aumento na ocorréncia de doencas, responsaveis por perdas significativas na
producdo. Uma das alternativas para o controle destas parasitoses é o uso de
farmoquimicos, como o teflubenzuron (TFB) um inseticida que pode ser
utilizado no controle de parasitos de peixes. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi
determinar a eficacia do TFB, em banhos terapéuticos, para infestacfes de
Trichodina sp. em pacu, Piaractus mesopotamicus e tilapia, Oreochromis
niloticus e avaliar as variaveis fisicas e quimicas da &agua. Para tanto, foi
realizado um experimento com grupo controle com infestacéo de Trichodina sp.
(sem tratamento) e os tratamentos nas concentracdes de 30,0; 50,0; e 80,0
mg.L™* por uma hora e 50,0 mg.L™ por duas horas para o pacu e 30,0 e 50,0
mg.L™ por uma hora para a tilapia. N&o ocorreu alteragdes nas variaveis fisicas
e quimicas da agua e o farmoquimico foi eficaz para as duas espécies
obtendo-se reduc&o no numero de parasitos de 96,10% para o pacu e 87,86%
para a tilapia, em relacdo ao grupo controle, na concentracédo de 80,0 e 50,0

mg.L™.

Palavras chaves: peixe, tratamento, parasito, benzoilfeniluréia, piscicultura.



1. INTRODUCAO

Nas producdes aquicolas, os principais problemas econbmicos e
ecologicos estdo associados aos patdégenos que acometem as espécies de
peixes. Estes organismos sdo importantes limitadores da produtividade, pois
provocam atraso no crescimento e altas taxas de mortalidade dos peixes

(RANZANI-PAIVA et al., 1997).

Entre os parasitos existentes em pisciculturas, estd a Trichodina sp.
(MELLERGAARD & DALSGAARD, 1987), que ocorrem na superficie corpérea
e nas branquias. No ambiente natural, vivem externamente nos peixes, sem
causar efeitos clinicos. No entanto, por fatores ambientais como aumento da
temperatura, além da exposicao a outras condi¢cdes inadequadas como altas
densidades de peixes e aumento da matéria organica, estes parasitos podem

proliferar rapidamente e causar sinais clinicos e mortalidade (LOM, 1973).

Entre os sinais clinicos estd a producdo excessiva de muco nas
branquias e na superficie do peixe, modificagbes comportamentais, como a
presenca do peixe na superficie e seu atrito corpéreo as laterais dos tanques. A
gravidade dos sinais estd diretamente relacionada a carga parasitaria

(BUCHMANN et al., 1997).

Tavares-Dias et al. (2001) descreveu a prevaléncia, carga parasitaria e a
sazonal idade de Trichodina sp. em pesque-pagues no estado de Séo Paulo e
verificou que Leporinus macrocephalus, P. mesopotamicus e Cyprino carpio
foram as espécies mais susceptiveis a infestacdo deste protozoario quando

comparadas ao tambacu, Brycon cephalus, T. rendalli e O. niloticus.



Assim, para o controle deste protozoario deve ser utilizado algum
farmoquimico. O teflubenzuron (TFB) € um inseticida derivado do grupo
benzoilfeniluréia com acdo reguladora do crescimento de artropodes e
crustaceos e interfere diretamente na biossintese de quitina, componente
fundamental do exoesqueleto. Apesar deste farmoquimico ser utilizado na
aquicultura para o controle de ectoparasitoses de peixes por ser pouco toxico
para a maioria dos vertebrados (EISLER, 1992), o TFB ndo tem registro no
Brasil para esse fim, sendo somente para as pragas de culturas do algodao,

arroz, milho, entre outras.

7

O pacu, Piaractus mesopotamicus é a segunda espécie nativa mais
criada no Brasil, pois trata-se de um peixe de habito alimentar onivoro, rapido
crescimento, boa qualidade de carne e de aceitacdo pelo mercado consumidor
(JOMORI et al., 2003). A tilapia, embora sendo uma espécie introduzida, que
estd devidamente adaptada as nossas condi¢cdes climaticas (STICKNEY,
2000), e por isso, procriada no pais, e responsavel por 45% da producao

brasileira (IBAMA, 2008).

No Brasil sdo poucos os estudos realizados com o0 objetivo de avaliar a
eficacia e os efeitos secundarios de drogas utilizadas no controle de doencas
de peixes. Isto é particularmente verdadeiro no que se refere ao tratamento de
peixes de criacdo (MARTINS, 1998; MARTINS et al., 2002). Dessa forma, o
estudo de ajuste de dosagem eficaz em condicdo controlada, torna-se
fundamental decisdo na posologia a ser administrada em estudos de
mesocosmos e em condicbes de campo. Os ensaios de ajuste de dosagem
representam uma fase intermediaria nos estudos de eficacia biologica de um

farmoquimico, sendo possiveis avaliar a potencialidade do produto teste, sua



influéncia na qualidade de agua e os possiveis sinais clinicos (efeitos adversos

do tratamento) dos animais.

Assim, os objetivos deste estudo foram avaliar a eficacia do TFB, em
banhos terapéuticos, no controle de Trichodina sp. em pacu, P. mesopotamicus
e tilapia do Nilo, O. niloticus, e as variaveis fisicas e quimicas da agua durante

0 experimento.

2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Nucleo de Estudos e Pesquisas
Ambientais em Matologia, Nepeam, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e

Veterinarias da Unesp, campus de Jaboticabal.

O teflubenzuron (150g de ingrediente ativo) na formulacdo Nomolt® foi
fornecido pela BASF S.A. Os peixes foram fornecidos pelo Centro de

Aquicultura da Unesp e por criadores credenciados da regiao.

2.1. Infestagao parasitaria e contagem basal

Os exemplares de pacus, com peso medio de 71,01 + 4,34 gramas e de
tilapias com peso médio de 103,37 + 17,53 gramas foram mantidos separados
em caixas de 400 litros cada, em densidade de 20,0 g.L™. Esses peixes foram
submetidos as seguintes condi¢des: baixa concentracdo de oxigénio dissolvido
(> 4,0 mg.L™"), excesso de matéria organica, com alimentacéo a cada 48 horas

e com captura periddica (CARRASCHI et. al., 2011). Apds esse processo uma



amostra (n=10) foi submetida a raspagem do epitélio da superficie corporal e
coleta das branquias para caracterizacdo e contagem basal de parasitos. Na

contagem basal os peixes apresentaram em média 200 Trichodina sp./peixe.

2.2. Procedimento Experimental

ApoOs essa coleta foram selecionados 75 exemplares de pacus e 45
tilapias, distribuidas aleatoriamente em nove caixas de 60 litros, com fluxo

continuo e alimentados com 1,5% peso vivo de ra¢do, uma vez ao dia.

Para a determinacdo da eficacia do TFB foram testadas, na forma de
banho terapéutico, com aplicagcdes diarias durante cinco dias, quatro
concentracdes de TFB para o pacu: 30,0; 50,0 e 80,0 mg.L™ com o tempo de
exposicdo de uma hora e 50,0 mg.L™ por duas horas. Para a tilapia foram
testadas duas concentracdes: 30,0 e 50,0 mg.L™ por uma hora de exposicéo.
Para as duas espécies os tratamentos foram feitos com trés repeticées e cinco

peixes por repeticao.

Antes da aplicacao, foi fechado o fluxo de agua das caixas e foi retirado
um litro de agua de todas as caixas. ApoOs esse procedimento o produto foi
administrado e o fluxo das caixas permaneceu fechado pelo tempo de

exposicao estipulado para o tratamento.

A mortalidade, definida como parada do batimento opercular e
imobilidade, foi anotada a cada 24 horas e 0s peixes mortos retirados das
caixas. No sexto dia, todos os exemplares restantes foram eutanasiados e

submetidos a raspagem do epitélio da superficie corporal.



Foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey
para verificar as diferencas entre os tratamentos. A determinacdo da eficacia no
tratamento dos parasitos presentes na superficie corporal, foi calculada de
acordo com formula do “Guideline for the Testing of Veterinary Medicinal

Products” e ONAKA (2001):

Ef = (MCont — Mtrat/Mcont) x 100
Em que:
Ef = eficacia do controle de parasitos (%);
MTrat = média do nimero de parasitos nos grupos tratados;
Mcont = média do numero de parasito no tratamento testemunho.

As variaveis fisicas e quimicas da &gua: temperatura (°C), pH, oxigénio
dissolvido (mg.L™) e condutividade elétrica (uS.cm™) foram monitorados em 0 hora,
1, 3 e 5 dias ap0s a aplicacdo do TFB, com o auxilio de um aparelho de

multiparametros.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para os dois experimentos, ocorreu variacao significativa (p<0,05) do nimero

de parasitos, de Trichodina sp.

Para P. mesopotamicus , apés cinco dias de tratamento, ocorreu diminuicao

do numero de parasitos do controle de * 171,5 parasitos/peixe para = 6,5



amostrado no tratamento com 80,0 mg.L™” (Tabela 1). Para O. niloticus, ao final do
tratamento, ocorreu diminuicdo do numero de parasitos do controle de + 140,0

parasitos/peixe para + 17,0 amostrado no tratamento com 50,0 mg.L™ (Tabela 1).

No final de cinco dias de tratamento com o TFB, ocorreu diminuicdo na
porcentagem de parasitos/peixe de 96,1% e 87,9% em relacdo aos peixes do
grupo controle de pacu e tilapia, respectivamente. A dose mais eficaz controle
de Trichodina sp. para o pacu foi de 80,0 mg.L™” e para a tilapia foi de 50,0

mg.L™" (Tabela 1).

Tabela 1. Valores médios do numero de Trichodina sp./peixe e porcentagem de
eficacia apdés o tratamento com o TFB em pacu, P. mesopotamicus e
tilapia O. niloticus.

Pacu P. mesopotamicus Tilapia O. niloticus
Tratamentos  Tempo de
exposicao
(mg.L™) (h) Numero Eficacia (%) Numero Eficacia (%)
0,0 1 171,5+0,0 A - 140,0+ 0,0 A -
30,0 1 110,8 £ 83,6 AB 62,8 23,1+2458B 83,5
50,0 1 63,2+245B 64,1 17,0 + 24,5B 87,9
50,0 2 8,8+14,47C 94,7 - -
80,0 1 6,5+10,64C 96,1 - -

Valores seguidos por letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05). Pacu F= 21,62** e Tilapia F= 120.17 **

Os maiores indices de sobrevivéncia foram verificados nas maiores
concentracfes para as duas espécies, sendo 100% de sobrevivéncia para o

pacu e 93,33% para a tilapia. A alta taxa de mortalidade do grupo controle da



tilapia foi atribuido a bacterioses que acometeram o0s peixes devido a baixa

imunidade, consequente da alta infestacao parasitaria (Tabela 2).

Tabela 2. Sobrevivéncia durante o experimento de eficacia do TFB para o pacu, P.
mesopotamicus e tilapia O. niloticus.

Concentracéo Tempo de
(mg.L™) exposicéo (h) Sobrevivéncia (%)

Pacu Tilapia

0,0 1 100,00 13,33

30,0 1 86,66 60,00

50,0 1 100,00 93,33

50,0 2 86,66 -

80,0 1 100,00 -

As variaveis fisicas e quimicas da agua ndo apresentaram alteracfes para

as duas espécies durante o experimento (Tabelas 3 e 4).

Tabela 3. Valores das variaveis fisicas e quimicas da agua durante o experimento de
eficacia do TFB para o pacu, P. mesopotamicus.

Conc (mg.L?) T (°C) Cond Elétrica oD (mg.L™?) pH
(uS.cm™)
0,0 23,68 £ 0,52 0,182 £ 1,69 2,08 £ 0,07 8,4 + 0,05
30 23,93+0,51 0,182+ 1,75 1,93 £0,07 8,4+0,03
50 23,53+ 0,07 0,181 +0,38 1,94 + 0,04 8,4 £0,02
50 24,41 £ 1,55 0,180 £ 1,03 2,14 £ 0,14 8,1+0,08
80 23,40 £ 0,07 0,182 £ 1,65 2,02 £ 0,09 8,3+ 0,05

T = Temperatura, Cond Elétrica = Condutividade elétrica, OD = Oxigénio Dissolvido



Tabela 4. Valores das variaveis fisicas e quimicas da agua durante o experimento de
eficacia do TFB para a tilapia, O. niloticus.

Conc (mg.L™) T (°C) Cond Elétrica OD (mg.L™) pH
(uS.cm™)
0,0 27,76 £ 0,02 0,182+ 1,34 1,60 + 0,04 8,3 + 0,05
30 27,30 £ 0,26 0,182 + 1,80 1,66 + 0,06 8,3+ 0,03
50 23,53 + 0,07 0,175+ 2,15 1,65+ 0,05 8,3+0,04

T = Temperatura, Cond Elétrica = Condutividade elétrica, OD = Oxigénio Dissolvido

O TFB foi menos eficaz administrado via oral na dose 10 mg/kg/peixe
pelo periodo um a sete dias consecutivos no controle do copépodo
Lepeophtheirus salmonis em salmdo em testes conduzidos a temperaturas
entre 11 e 15°C com reducdo no numero de parasitos em 83,4 e 86,4%
(BRANSON et al., 2000). Toksen (2010) néo observou eficacia do TFB contra
larvas e adultos do copépodo Lernanthropus kroyeri, administrado via oral em
doses de 10,0 e 20,0 mg.kg™ de biomassa dia™ durante sete dias consecutivos

para a mesma especie.

Neste estudo, as concentracbes e a reducdo na carga parasitaria foi
maior em relagcdo aos trabalhos mencionados, com o tempo de exposi¢céo
menor. Isto sugere que o aumento da eficacia seja proporcional tanto pelo
tempo de exposicdo quanto pela concentracdo utilizada. Em relagdo do
aumento da concentracdo, por se tratar de um farmoquimico seguro, que nao
causa de risco de intoxicagdo ambiental, esse aumento ndo causaria prejuizo

aos animais.



Balta et al. (2008) avaliaram a toxicidade e a eficacia dos farmoquimicos:
formaldeido, triclorfon, diclorvds, amitraz, cipermetrina, Permanganato de
Potassio, cloramina-T, sal e vinagre contra infestagfes naturais de l.multifiliis, 1.
necator e Trichodina sp. em alevinos e jovens de trés espécies de truta. Assim
como o TFB, o formaldeido (0,15 ml.L™}), o sal (20,0 g.L™) e o vinagre, (4% de
acido acético, 10,0 ml.L™%), também nao foram toxicos para os peixes e eficazes
para tratar as infestacdes de todos os protozoarios. Apesar do permanganato
de potassio (10,0 a 20,0 mg.L™) ter sido eficaz contra os parasitos, ele foi
considerado toxico para a truta. Ao contrario, o triclorfom, diclorvés, amitraz,
cipermetrina cloraminas-T n&o foram eficazes no tratamento dos ectoparasitos.
Ja toltrazuril (TOL), um farmoquimico derivado de triazina que controla
coccideos, demonstrou eficacia contra Trichodina sp. na concentracéao de 10,0
ug.mi™* por 2 a 4 horas e na concentracdo de 50,0 pg.mI™ por 20 minutos

(MEHLHORN et al., 1988).

A associacdo de farmoquimicos também € utilizada para o controle de
protozodrios ectoparasitos. Diggles (2010) utilizou em Colistium nudipinnis 25,0
mg.L™ de formalina + 0,08 mg.L™ de verde malaquita por 24 h e observou 100%

eficacia contra Trichodina sp., mantendo 100% de sobrevivéncia dos peixes.

Chitmanat et al. (2005a) observaram 100% de eficacia contra Trichodina
sp. utilizando o extrato aquoso de folhas de amendoeira Terminalia catappa em
jovens de tilapias do Nilo apds 2 dias de tratamento, na concentracao de
800,0 mg.L". Chitmanat et al. (2005b), usando extrato de alho para banhos
numa concentracdo de 800,0 mg.L?, conseguiram eliminar 100% do
ectoparasita Trichodina sp. em tilapias do Nilo em 2 dias. Elsayed & El-Deen

(2010) utilizaram extrato de cha verde (GTE) Camellia sinensis nas



concentracfes de 0,05% por 15 minutos ou GTE 0,9% para 5 min em banhos
terapéuticos para alevinos de tilapias, resultando em uma diminuicdo de 80% e

95% do numero de Trichodina sp. na pele.

4. CONCLUSAO

O teflubenzuron reduziu significativamente o numero de Trichodina sp.
infestando o pacu, P. mesopotamicus e a tilapia, O.niloticus, sem alterar as
variaveis fisicas e quimicas da agua. Este estudo serve de base para encontrar a

melhor dose a ser utilizada em ensaios com mesocosmos e no campo.
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ALTERACOES HEMATOLOGICAS EM PACU, Piaractus mesopotamicus

EXPOSTOS AO INSETICIDA TEFLUBENZURON

RESUMO

A intensificacdo dos sistemas de producdo aquicola tem favorecido o
aparecimento de doencas provocadas por parasitos. Estes podem causar
aumento no custo e perdas significativas na producdo, uma vez que podem
provocar altas taxas de mortalidade ou efeitos negativos no desempenho dos
animais. Dessa forma, ocorre aumento da demanda do uso de farmoquimicos
para controlar essas doencas, e o teflubenzuron (TFB) é um inseticida
amplamente utilizado para o controle de parasitos de peixes, com potencial
para 0 uso na aquicultura brasileira. As alteragbes hematoldgicas que surgem
com a evolucao dos processos patologicos sdo imprescindiveis para o estudo
das enfermidades que acometem 0s peixes. Assim, 0s objetivos deste estudo
foram avaliar as possiveis alteragcbes hematolégicas em pacu, P.
mesopotamicus expostos ao TFB assim como as variaveis fisicas e quimicas
da &gua durante o experimento. Apos a exposi¢do do TFB, ocorreu aumento no
namero de eritrécitos, leucdcitos, trombécitos e linfécitos e diminuicdo no
CHCM nos peixes do tratamento (50,0 mg.L™") em relacdo ao controle. N&o
ocorreu alteracdo nas variaveis fisicas e quimicas da &gua durante o

experimento.

Palavras-chave: farmoquimico, aquicultura, tratamento, doenca.



1. INTRODUCAO

A piscicultura intensiva consiste em densidades populacionais muito
elevadas e em grande aumento de produtividade quando comparadas com as
populacdes naturais, onde se verificam modificacbes extremamente
pronunciadas nos ecossistemas. O numero de parasitos aumenta em
ambientes confinados e sua reproducédo depende, em parte, da qualidade de
agua e da densidade de estocagem. A eutrofizacdo do ambiente aquatico, a
baixa concentracdo de oxigénio dissolvido e a alta densidade de estocagem
sdo causadores de estresse aos peixes, predispondo os as doencas

(AZEVEDO et al., 2006).

O teflubenzuron (TFB) € um inseticida derivado da uréia com acao
reguladora do crescimento de artrépodes e crustaceos, interfere na biossintese
de quitina e pode ser utilizado na aquicultura para o controle de parasitoses de
peixes, sendo considerado pouco téxico para a maioria dos vertebrados

(WINKALER, 2008 e MEDEIRQS, 2008).

Muitas doencas que acometem 0s peixes causam anormalidades no
sangue e em seus constituintes, sendo estes disturbios caracterizados por
alteracbes na estrutura, fungcdo ou nos mecanismos de coagulacdo (CLAUSS
et al., 2008). Estas alteracdes ocorrem em condicdes clinicas com disturbios da
homeostase organica, sendo determinadas por diferentes tipos de agentes
infecciosos, parasitarios, quimicos, fisicos, além de metabdlicos e nutricionais

(TAVARES-DIAS & MORAES, 2004).

Os parametros sanguineos podem ser usados como indicadores

biolégicos no monitoramento da saude dos peixes e do ambiente, como rapida



ferramenta na identificacdo do estresse que o ambiente e os parasitos podem
impor aos peixes. Essas informacdes podem ser utilizadas para avaliar o
estado fisiolégico de peixes, padronizando as condi¢cdes ideais para 0 seu
cultivo (ARAUJO et al, 2009). Estudos anteriores foram realizados
determinando os parametros sanguineos para P. mesopotamicus exposto ao
sulfato de cobre (TAVARES-DIAS et al., 2002); em Colossoma macropomum
exposto ao mebendazol (CHAGAS et al.,, 2006); em Labeo rohita exposto a
cipermetrina e carbofuran (ADHIKARI, 2003); em Rhamdia quelen exposto ao

herbicida clomazone (CRESTANI, 2005) e em Oreochromis niloticus

exposto aos inseticidas dimetoato e malation (SWEILUM, 2006).

Assim, os objetivos deste estudo foram avaliar as possiveis alteracdes
hematolégicas em pacu, P. mesopotamicus expostos ao inseticida
teflubenzuron, além das variaveis fisicas e quimicas da &agua durante o

experimento.

2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Nucleo de Estudos e Pesquisas
Ambientais em Matologia, Nepeam, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e

Veterinarias da Unesp, campus de Jaboticabal.

O teflubenzuron (150g de ingrediente ativo) na formulacdo Nomolt® foi
fornecido pela BASF S.A. Os peixes foram fornecidos pelo Centro de

Aquicultura da Unesp e por criadores credenciados da regiéo.



Foram selecionados 90 exemplares de pacus, com peso médio de
131,19 + 3,61 gr, distribuidos aleatoriamente em seis tanques com capacidade
de 400 litros com fluxo continuo e alimentados com 1,5% peso vivo de racao

comercial com teor de 32% de proteina, uma vez ao dia.

Os peixes foram expostos, na forma de banho terapéutico, a
concentracdo de 50,0 mg.L™* de TFB mais o controle, com aplicacdes diarias
consecutivas durante cinco dias. O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado (DIC) com trés repeticdes e quinze

(n=15) por grupo.

Antes da aplicacdo, foi fechado o fluxo de a4gua dos tanques e foram
retirados quatro litros de agua de todos os tanques. Apds esse procedimento o

produto foi administrado e o fluxo das caixas permaneceu fechado por duas horas.

A mortalidade, definida como parada do batimento opercular e imobilidade,

foi anotada a cada 24 horas e 0s peixes mortos retirados dos tanques.

As amostras de sangue dos peixes foram colhidas apds término do
periodo experimental. Os peixes foram anestesiados com benzocaina (0,1 g.L™)
e uma aliquota de sangue coletada por puncao do vaso caudal. Deste material
realizou-se o hematdcrito (Ht) pelo método do microhematocrito, da taxa de
hemoglobina (Hb) pelo método da cianometahemoglobina, do numero de
eritrocitos (Er) contados em camara de Neubauer utilizando-se a solucdo salina
0,7% como diluente e o céalculo dos indices hematimétricos, volume
corpuscular médio (VCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM). As contagens total e diferencial de leucécitos e trombdcitos foram

realizadas pelo método indireto segundo Hrube & Smith (1998) em extensdes



sangiineas coradas por corantes hematoldégicos May-Grunwald e Giemsa,

segundo metodologia de Rosenfeld (1947).

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA)

seguida pelo teste de Tukey 5% para verificar as diferencas entre os tratamentos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apobs a exposicdo do TFB, ocorreu aumento no numero de eritrocitos, no
numero de leucdcitos totais, de trombdcitos totais e linfécitos, além da diminuicdo

do CHCM dos peixes do tratamento em relagao ao controle (Tabela 1).

As alteracdes histopatolégicas nas branquias, onde foram observadas
estase no interior das lamelas secundarias, fundamentam a elevacdo do
namero de eritrécitos e do hematdécrito, mesmo que este Ultimo ndo tenha sido
significativo (Tabela 1). Esse aumento deve ter sido compensatorio visto que as

branquias ficaram fragilizadas pela exposi¢céo do TFB.

O aumento no numero de trombdcitos, leucdcitos e linfécitos pode ser
resultado do efeito secundario do estresse sofrido pelos peixes. Nesses
animais expostos a hipoxia, de origem ambiental ou fisiologica, as
catecolaminas atuam em varios locais otimizando a transferéncia de oxigénio
para os tecidos. Entre as suas ac¢des estdo a contracdo esplénica do baco, que
resulta na liberacdo de eritrocitos para a circulagdo, o controle do ambiente
intraeritrocitario, o aumento da perfusdo branquial, entre outras (RANDALL &

PERRY, 1992).



Alteracbes hematoldgicas podem ser indicadoras do estado fisiologico
do peixe ja que a funcdo do sangue no organismo € manter a estabilidade dos
tecidos e 0 ambiente interno constante. Essas alteracdes sdo um dos primeiros
reflexos detectaveis de estresse ambiental. Isso porque, segundo Heath (1995)
0 estresse pode causar hemoconcentracdo em muitas espécies de peixes, 0
que pode ser uma consequéncia do aumento da diurese causada pela
presenca de contaminantes. Também pode ocorrer uma variacdo no conteudo
de hemoglobina do peixe, ou ainda, no tamanho dos eritrocitos, como

estratégia de adaptacao aos estressores.

Véarios estudos tém mostrado que a exposicdo crbnica a alguns
estressores pode induzir anemia (prejudicando a formacdo da hemoglobina),
enquanto outros causam aumento no hematocrito ou no conteddo de
hemoglobina, normalmente decorrente de hipoxia interna devido a danos nas

branquias (HEATH, 1995).

Os eritrocitos sdo as células mais abundantes na circulagéo, sendo sua
principal funcéo o transporte de oxigénio (RANZANI-PAIVA, 1997). Os leucocitos
sé@o as células responsaveis pela defesa humoral e celular do organismo dos
peixes (TAVARES-DIAS & MORAES, 2007), os quais utilizam a via sanguinea
para realizar o monitoramento de possiveis infeccbes e danos teciduais. Em
peixes teledsteos é comum a ocorréncia de leucoécitos em diferentes fases de
maturacdo no sangue periférico (RANZANI-PAIVA, 1995). Os trombdcitos de
peixes também possuem fundamental importancia na defesa organica. Além de
promover a hemostasia, estas células podem desempenhar funcdo fagocitica
(BURROWS et al., 2001), além da sua habilidade de migrar para o foco

inflamatorio (MARTINS et al., 2008).



Tabela 1. Valores médios + desvio padrdo dos parametros da série vermelha de pacu,

P. mesopotamicus exposto ao TFB.

Concentragéo Controle 50,0 mg.L™
Eritrécitos (10°u.L™) 1528,30 + 0,16 A 1708,90 + 0,18 B
Hemoglobina (g.dL'l) 8,75+ 0,56 A 8,40+ 0,34 A

Hematocrito (%) 31,44 + 4,06 A 3456 £ 252 A
VCM (fL) 206,99 + 27,39 A 204,15+ 25,50 A
CHCM (g.dL™) 28,03+ 2,11 A 24,37 +1,35B

Valores seguidos por letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey

(P<0,05).



Tabela 2. Valores médios + desvio padréo dos parametros da série branca de pacu, P.
mesopotamicus exposto ao TFB.

Concentragéo Controle 50,0 mg.L™

Trombécitos (10°uL™) 17.911,44 + 6607 A 27.558,89 + 6758 B

Leucdcitos (10° uL™) 11.639,33 + 3216 A 16.836,89 + 4854 B

Linfocitos (10° uL™) 10.982,66 + 2841 A 16.083,33 + 4549 B

Monécitos (10° uL™)

Neutréfilos (10° pL™?)

Bas6filos (10° uL™)

Eosinofilos (10° pL™?)

CGE (10° pL™)

LI (10° L)

458,77 £ 239 A

231,22 £+ 199 A

0,0+x0,0A

138,33 +£ 156 A

58,00 + 56 A

84,22+ 82 A

453,66 = 341 A

279,33+ 229 A

0,00+0,0A

87,55+ 93 A

131,22 + 100 A

142,55+ 175 A

Células Granulociticas Especiais (CGE) Leucdcito imaturo (LI). Valores seguidos por

letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05)

Durante o experimento ndo ocorreu alteragdo significativa nas variaveis

fisicas e quimicas da agua (Tabela 3).



Tabela 3. Valores das variaveis fisicas e quimicas da agua durante a exposi¢do do
teflubenzuron para o pacu, P. mesopotamicus.

Conc (mg.L™ T (°C) Cond elétrica  OD (mg.L™) pH
(us.cm™)
0,0 30,73+ 1,13 0,197 £ 0,00 5,72 £ 0,28 8,2+ 0,05
50,0 30,62+ 1,16 0,197 + 0,00 5,34 +£0,84 8,2+0,20

T = Temperatura, Cond elétrica = Condutividade elétrica, OD = Oxigénio Dissolvido
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Figura 1. Leucécitos presentes nos peixes do
controle. Er: Eritrocito Mn: mondécito; Th:
trombdcito; Es: eosindfilo; Nt: neutrdfilo.
Coloracdo Rosenfeld. Aumento 1000X.
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Figura 2. Leucdcitos presentes nos peixes expostos ao TFB. Er: Eritrocito
CGE: célula granulocitica especial. Mn: mondcito; Th:
trombdcito; Nt: neutrdfilo; Lf: linfécito. Coloracdo Rosenfeld.
Aumento 1000X.

Embora n&o haja trabalhos na literatura relacionados a alteragdes
hematoldgicas em peixes expostos ao TFB, mas ha descri¢cdes de alteracdes
no quadro sanguineo a outros farmoquimicos utilizados na aquicultura no
controle de ectoparasitos. Tavares-Dias et al., (2002) observaram alteractes

significativas na contagem de eritrocitos, leucocitos, concentracdo da



hemoglobina corpuscular média (CHCM) em P. mesopotamicus infestados com

Anacanthorus penilabiatus e tratados com sulfato de cobre (CuSQy).

Em Prochilodus scrofa tratados com trichlorfon ocorreu uma reducao nos
valores de todos os parametros da série vermelha, com excecdo do VCM.
Também foi observado uma reducéo da porcentagem de linfocitos e acréscimo
na de neutréfilos na série branca (RANZANI-PAIVA et al., 1997). Apés o
tratamento com organofosforado em P. mesopotamicus parasitado por Argulus
sp., Tavares-Dias et al. (1999) verificaram reducdo do nimero de eritrcitos e

da taxa de hemoglobina.

Em Cyprinus carpio, foi verificado que, apés uma significativa
diminuicdo no numero total de Argulus sp. devido ao tratamento com
Neguvon®, ocorreu um aumento dos valores hematolégicos como numero
de eritrécitos, leucocitos e CHCM (RANZANI-PAIVA et al., 1987). J& Onaka
et al.(2003), verificou relativa eficacia no controle de parasitos no pacu e que
apoés o tratamento com o levamisol a anemia apresentada pelos peixes

parasitados desapareceu.

4. CONCLUSAO

O TFB na concentracdo de 50,0 mg.L™ para o pacu, P. mesopotamicus
causa alteracdo dos parametros hematoldgicos, mas preservando as variaveis

fisicas e quimicas da agua.
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CONSIDERACOES FINAIS

Em caso de um possivel registro do TFB para o uso na aquicultura,
mesmo sendo praticamente ndo-téxico para a macrdfita aquatica Lemna
minor, o peixe H. eques e o caramujo P. canaliculata, este farmoquimico
seria classificado como altamente toxico devido a elevada toxicidade
para o microcrustaceo D. magna, tornando seu uso restrito e devendo
ser evitado em tanques de larvicultura com fertilizag&o natural.

O TFB é praticamente ndo-toxico e ndo causaria risco de intoxicacao
para o P. mesopotamicus em uma possivel contaminacdo deste
xenobidtico no ambiente. No entanto, mesmo n&o ocorrendo mortalidade
durante o ensaio, foi constatado que ele causa efeito cronico
caracterizado por alteracdes histopatoldgicas reversiveis.

Com reducéo de 96,1% no numero de Trichodina sp. em pacu, o TFB foi
considerado eficaz no controle deste parasito, comprovando seu
possivel uso na aquicultura.

A exposicdo do TFB causou hemoconcentracdo e leucocitose em P.

mesopotamicus.
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