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RESUMO

Os objetivos desse trabalho foram determinar a concentracéo letal 50% (CL (I) 50-96n) dO
paration metilico e da azadiractina contida no extrato aquoso de folhas secas de nim
(EAFSN) para o pacu (Piaractus mesopotamicus); avaliar a eficacia, concentracfes
seguras e o tempo de exposicdo do paration metilico e da azadiractina contida no
EAFSN para o controle do Anacanthorus penilabiatus; avaliar as alteragbes nas
branquias e no figado dos peixes expostos a concentragfes subletais de paration
metilico e a azadiractina; e determinar a presenca residuo de azadiractina por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), no pacu (Piaractus mesopotamicus. A
CL (1) s0-96n Calculada do paration metilico foi de 3,97 mg/L para os alevinos e de 9,89
mg/L para os jovens. Para a azadiractina contida no EAFSN foi de 1,20 mg/L para os
alevinos e de 1,18 mg/L para os jovens. O paration metilico foi menos toxico para os
alevinos e jovens de pacu do que a azadiractina. Nas branquias, o paration metilico
causou congestéao, fusdo lamelar, edemas subepiteliais, hemorragias intersticiais, fusao
lamelar e desorganizacdo da estrutura lamelar e a azadiractina, edema subepitelial,
fusdo apical das lamelas secundarias. No figado, o paration metilico causou congestéao,
fusdo celular, hiperplasia dos hepatécitos e desarranjo da organizacdo cordonal dos
hepatécitos e a azadiractina, desorganizacdo do arranjo cordonal dos hepatécitos,
vacuolizacdo citoplasmatica, necrose das ceélulas epiteliais de revestimento dos
canaliculos biliares. O paration metilico foi mais eficiente que o EAFSN no controle dos
parasitos monogenéticos, cujo controle foi proporcional ao aumento da concentracao
na dgua e ao tempo de exposi¢do. A maior eficicia do paration metilico foi com 7 mg/L,
que controlou 96,2 % dos parasitos as 16 horas de exposicdo e 97,0% as 24 e do
EAFNS, com 2,9 mg/L de azadiractina, 89,2 % as 120 horas. Portanto, o paration
metilico pode ser utilizado tanto na profilaxia quanto na terapéutica. O método analitico
desenvolvido para a determinacdo da azadiractina € simples e r4pido. A coluna ISRP-
Cis foi eficiente na quantificacdo de até 0,02 ug.L'l. O tempo de retencdo da
azadiractina nesta coluna foi de 8,82 = 0,04 min. Os alevinos de pacu bioconcentraram
residuos de azadiractina entre 0,17 e 0,62 pg.g'l, apos 96 horas de exposicao.
SUMMARY
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The objectives of the present study were 1) to determine the 50% lethal concentration
(LC (Dso-96n) Of methyl parathion and azadirachtin present in the aqueous extract of dry
neem leaves (AEDNL) for pacu (Piaractus mesopotamicus), 2) to evaluate the efficacy,
safe concentrations and exposure time of methyl parathion and azadirachtin for the
control of Anacanthorus penilabiatus, 3) to assess the alterations that occur in the gills
and liver of fish exposed to sublethal concentrations of methyl parathion and
azadirachtin, and 4) to determine the presence of azadirachtin residues in pacu
(Piaractus mesopotamicus) by high-performance liquid chromatography HPLC. The
calculated LC (l) s0-96n Of methyl parathion was 3.97 mg/L for fry pacu and 9.89 mg/L for
juvenile fish. The LC (I) sp-06n Of azadirachtin present in AEDNL was 1.20 and 1.18 mg/L
for fry and juvenile fish, respectively. Methyl parathion was less toxic to fry and juvenile
pacu than azadirachtin. In gills, methyl parathion caused congestion, lamellar fusion,
subepithelial edema, interstitial hemorrhage, and disorganization of the lamellar
structure, whereas azadirachtin caused subepithelial edema and apical fusion of
secondary lamellae. In the liver, methyl parathion caused congestion, cell fusion,
hepatocyte hyperplasia and derangement of the cord-like organization of hepatocytes,
and azadirachtin caused disorganization of the cord-like arrangement of hepatocytes,
cytoplasmic vacuolization, and necrosis of epithelial cells lining the bile canaliculi.
Methyl parathion was more effective than the AEDNL in the control of monogenetic
parasites, with this control being proportional to the increase of the insecticide’s
concentration in water and of exposure time. The highest efficacy of methyl parathion
was observed at a concentration of 7 mg/L, with a 96.2% rate of parasite control after
16 h of exposure and a 97.0% rate after 24 h. For AEDNL, a concentration of 2.9 mg
azadirachtin/L controlled 89.2% of the parasites after 120 h. These results indicate that
methyl parathion can be used for both prophylactic and therapeutic purposes. The
analytical method developed for the determination of azadirachtin is simple and rapid.
The ISRP-C;5 column was efficient in quantifying up to 0.02 ug.L'l. The retention time of
azadirachtin on this column was 8.82 + 0.04 min. Azadirachtin residues ranging from
0.17 t0 0.62 ug.g'l were bioconcentrated in fry pacu after 96 h of exposure.

1. INTRODUCAO
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O sucesso da aquicultura depende fundamentalmente dos ecossistemas nos
quais esta inserida, que devem permanecer equilibrados para possibilitar a manutencéo
da atividade (VALENTI, 2000). Os maiores problemas econdmicos e ecoldgicos estédo
associados aos patdgenos e parasitas que acompanham as espécies cultivadas. Estes
organismos sao importantes limitadores da produtividade, pois provocam atraso no
crescimento dos peixes e altas taxas de mortalidade (RANZANI-PAIVA et al. 1997).

Dentre os principais parasitos de peixes, 0s monogenéticos estdo entre 0s mais
importantes para a piscicultura. Sao ectoparasitos do grupo dos platelmintos,
caracterizados pela presenca de aparelho de fixacdo localizado na parte posterior do
corpo. Os adultos possuem forma alongada, ovoidal ou circular e medem de um
milimetro a trés centimetros. O prejuizo causado nos peixes esta relacionado com a
espécie do parasito, com o local da infestacdo, com o numero de individuos
encontrados nos peixes e com o tipo de alimentacdo que os parasitos realizam
(PAVANELLI, 1998). O confinamento dos peixes em altas densidades, alimentacao
inadequada, alta concentracdo de matéria organica e baixo fluxo de agua séo fatores
que contribuem para a reproducéo deste parasito (MARTINS, 1998).

No Brasil, em levantamento da fauna parasitaria realizado em 21 espécies de
sete familias de peixes foi constatada a ocorréncia de monogenéticos em 63,1 % das
amostras (KOHN et al. 1985). Em peixes de pisciculturas no municipio de
Pindamonhangaba e Pariquera-Acu (SP), estes parasitos ocorreram em até 100 % dos
Piaractus mesopotamicus (EIRAS et al. 1995). MARTINS e ROMERO (1996) citaram a
ocorréncia desses parasitos infestando 58 % dos peixes provenientes de pisciculturas.
Em peixes de reservatorios na regido nordeste do pais, 0s monogendides ocorreram,
em média, em 16 % dos peixes (BEKESI, 1992).

A terapéutica de organismos de cultivos com substancias téxicas resulta na
liberacdo de grandes quantidades de substancias ativas e de seus metabdlitos no
ambiente aquatico (KINKELIN et al. 1992). Para o controle de parasitos de peixes,
alguns inseticidas organofosforados sédo empregados. A aplicacdo desses inseticidas
pode resultar em altos niveis de residuos nos peixes (RODRIGUES et al. 1997). Além
disso, 0 uso excessivo e concentracdes elevadas desses inseticidas podem resultar em

mortalidade de peixes.
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Na piscicultura, o paration metilico, inseticida do grupo quimico dos
organofosforados, € um dos mais empregados no controle de predadores aquaticos em
tanques de producao e na preparagao de viveiros de recepc¢éo de larvas de peixe, com
0 objetivo de maximizar a producéao de rotiferos (SENHORINI et al. 1991).

Entre os produtos que podem apresentar grande eficacia no controle de
patdogenos e resultar em menor impacto no meio ambiente esta o pesticida natural
azadiractina, isolado da planta Neem, Azadirachta indica (Meliaceae) (SCHAAF et al.
2000). Para VAN DER NAT et al. (1991) a azadiractina contida nesta planta pode ser
utilizada para a fertilizacado do solo, repelir de insetos, inseticida, produto de higiene e
na medicina. Segundo DEY (1980), na farmacologia, o nim apresenta efeitos
antiinflamatorios, anti-reumaticos, anti-artritico, antipirético e antimicrobial.

Os efeitos dos agrotoxicos sobre os organismos aquaticos podem ser estimados
e monitorados por testes de toxicidade realizados em laboratorio, utilizando sempre que
possivel organismo-teste presentes nas regifes sujeitas a acdo destes contaminantes
(RAND e PETROCELLI, 1985). Assim, o pacu (Piaractus mesopotamicus) pertencente
a familia Characidae e subfamilia Serrasalminae, destaca-se como importante
organismo para se realizar teste de avaliagdo de toxicidade dos agrotdxicos, pois é uma
excelente espécie de cultivo. E uma espécie onivora, mas apresenta habito alimentar
frugivoro e herbivoro, do tipo podador e de carater oportunista, rustica, precoce, com
carne saborosa e de 6timo crescimento (SILVA, 1985). Por se tratar de uma espécie
que aceita 0 arragoamento, propicia sucesso na criacdo em sistemas de cultivos
intensivos. Além das excelentes caracteristicas para a aquicultura, o pacu é hospedeiro
natural de monogenéticos da espécie Anacanthorus penilabiatus (BOEGER, HUSACK
e MARTINS, 1995; PAVANELLI et al. 1998).

2. OBJETIVOS
Os objetivos desse trabalho foram:
1- estimar a concentragdo letal CL (I) (so-06n) 0O inseticida paration metilico e do
extrato aquoso de folhas secas nim (EAFSN), baseado na concentracdo de

azadiractina, para alevinos e jovens de pacu (Piaractus mesopotamicus);
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2- avaliar a eficacia do inseticida paration metilico e da azadiractina contida EAFSN
no controle do Anacanthorus penilabiatus;

3- determinar concentracdes seguras e o tempo de exposicdo dos peixes durante o
tratamento com paration metilico e com azadiractina contida no EAFSN para o
controle do Anacanthorus penilabiatus;

4- avaliar as alteracbes subletais do paration metilico e azadiractina contida no
EAFSN nas branquias e no figado ddos alevinos e jovens de pacu;

5- determinar a presenca residuo de azadiractina contida no EAFSN, por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), no pacu (Piaractus
mesopotamicus).

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. A importancia do pacu (Piaractus mesopotamicus) para a aqguicultura
brasileira e acdo dos parasitos monogenéticos
Entre os anos de 1960 e 1993 a producédo brasileira de pescado passou de
281.512 para 697.577 toneladas (ABDALLAH e BACHA, 1998). Segundo a FAO
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(1999), a producdo brasileira de organismos aquaticos em cativeiro foi de 70.480
toneladas em 1997. Assim, com 0 avanc¢o da piscicultura, principalmente na década de
80, comecaram a surgir novas técnicas de criacdo e espécies nativas sendo cultivadas,
como o pacu (P. mesopotamicus). O aumento necessario da producdo de peixes
depende de varios fatores, entre 0os quais se destaca a condicdo sanitaria.

O cultivo de Piaractus sp. ocorre nos Estados do Acre, Amazonas, Rondonia e
Roraima e o pacu, P. mesopotamicus, € cultivado no Maranhéo, Piaui, Paraiba e Bahia,
além de toda regido Centro-Oeste, Sudeste e Sul (VALENTI, 2000).

Os monogenéticos foram escolhidos para o desenvolvimento deste trabalho
devido a sua importancia para producdo de peixes constatada no levantamento
realizado no Estado de Sa&o Paulo por TAVARES-DIAS (2000). Estes parasitos
ocorreram em 20,6 % dos P. mesopotamicus e em 26,6 % dos Leporinus
macrocephalus amostrados, além de representarem um dos principais problemas da
piscicultura da regido Norte e Nordeste desse Estado (MARTINS et al. 2000). Segundo
WHITTINGTON (1998), no mundo, pode-se estimar que mais de 25000 espécies de
peixes sdo parasitadas por monogenéticos.

As infeccdes causadas por helmintos sdo comuns em pisciculturas (WILLIANS e
JONES, 1994). Os monogenéticos sdo encontrados comumente na pele, nas branquias
ou nas narinas de peixes marinhos e de agua doce (EIRAS, 1994). Esses parasitos
pertencem a familia Dactylogyridae, em que estéo incluidos os espécimes oviparos e a
Gyrodactylidae, formada por individuos viviparos (CHUBB, 1977; EIRAS, 1994). Em
ciprinideos as infecgbes por monogenéticos estao relacionadas a baixa qualidade da
agua e das condicbes sanitarias dos viveiros (FIGUEIRA e CECARELLI, 1991 e
TOMEC et al. 1995). As infeccbes com alta carga parasitaria de helmintos
monogenéticos sao indicadores de ma qualidade da agua devido a alta concentracao
de amodnia ou nitrito, excesso de matéria organica ou baixa quantidade de oxigénio
dissolvido. Nessas condi¢cbes, os parasitos reproduzem-se rapidamente, podendo
provocar surtos de mortalidade na criacdo (THATCHER e BRITES-NETO, 1994).

PAPERNA e KOHN (1964) verificaram que a elevada carga parasitaria de
Trichodina domerguei em carpas provocou infecgdo mais severa por monogenéticos. A

associacdo entre dactilogirideos e Henneguya sp. como causa de infec¢cao branquial
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aguda em P. mesopotamicus foi relatada por CECARELLI et al. (1993). Também foi
descrita a infeccdo por monogenéticos associadas a Trichodina sp, causando alta
mortalidade em alevinos de tilapia do Nilo (VARGAS et al. 1998).

No que se refere as alteracbes estruturais provocadas por monogenéticos,
existem variacfes quanto a espécie do parasito, seu tipo de alimentacdo e local de
fixacdo. Alguns se alimentam de células epiteliais e outros de sangue do hospedeiro
(EIRAS, 1994). Os monogenéticos que parasitam as branquias provocam hiperplasia
do epitélio de revestimento, desprendimento do epitélio e ruptura de células pilares
(MARTINS e ROMERO, 1996) e fusdo das lamelas secundarias das branquias
(THATCHER, 1991).

O principal sinal da infeccdo por monogenéticos é a intensa produg¢do de muco
nas branquias e superficie corporal dos peixes (EIRAS et al. 1995), anorexia,
hemorragias cutaneas e branquiais, edema nos filamentos branquiais e perda de peso
do animal (MARTINS, 1998). Existem relatos de ocorréncia da infeccdo nos peixes
Osteoglossum bicirrosum (KRITSKY e BOEGER, 1983), Anguilla anguilla (CRUZ-SILVA
et al. 1990/91), Cyprinus carpio (MOLNAR, 1994), Salminus maxillosus (BOEGER et al.
1995a), Piaractus mesopotamicus (BOEGER et al. 1995b; MARTINS, 1998), Salmo
salar (APPLEBY e MO, 1997) e em Pimelodus maculatus (GUTIERREZ e
MARTORELLI, 1999).

3.2. Efeitos dos inseticidas organofosforados e da azadiractina nos organismos
aquaticos

Os organofosforados atuam inibindo a acdo da enzima acetil colinesterase,

formando um complexo estavel no sitio esterasico da enzima, impedindo a reacéo da

acetilcolina com este sitio (LARINI, 1987). Para ABBAS e HAYTON (1997), em truta

arco-iris (Oncorhynchus mykiss), o paration metilico atuou na inibicdo da acetil

colinesterase através da via de desulfuracdo oxidativa, formando o metabdlito
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paraoxon. A inibicdo da acetil colinesterase resulta no acumulo de acetilcolina nas
sinapses colinérgicas.

Segundo JOHNSON et al. (1993), a analise histolégica € um método rapido para
se determinar os efeitos dos agentes quimicos em tecidos e 0Orgaos, pois ocorrem
alteracdes na morfologia em resposta ao estresse subletal ou cronico.

Os orgaos de peixes mais afetados pelos agentes quimicos sé&o as branquias e a
pele, pois exibem grande superficie de contato e ambos apresentam células de muco,
que possuem papel importante na resisténcia aos patégenos e as substancias toxicas
(SHEPHARD, 1994). A seguir, os agentes quimicos tém atuacdo sobre o figado, que
tem papel fundamental no metabolismo das substancias toxicas e sobre o rim, que atua
na manutencdo da estabilidade interna e na excrecédo (JOBLING e SUMPTER, 1993).

Os inseticidas organofosforados séo utilizados na piscicultura de forma direta
para o controle de odonatas, copépodes e monogenéticos (NOGA, 1996). O paration
metilico € utilizado, no Brasil, em tanques de pisciculturas para eliminar larvas de
insetos aquaticos predadores de larvas de peixes (SILVA et al. 1993).

Com relacdo aos efeitos dos organofosforados na morfologia dos organismos
aguaticos, MURTY et al. (1984) descreveram que no Mystus cavasius 0 paration
metilico causou deformidades nas células epiteliais do estbmago e, na concentragdo de
15 ppm na agua, provocou dano irreversivel nas branquias, diminuindo as trocas
gasosas, induzindo o estresse e natagao excitada.

Nos moluscos bivalves de agua doce (Anodonta californiensis) e no marinho
(Mytilus californianus) expostos ao paration ocorreram alteracdes branquiais, devido a
modificacdo no balanco de poli fosfato inorganico (SWINEHART e CHENEY, 1987).

Segundo RICHMONDS e DUTTA (1989), ap0s vinte e quatro horas de exposi¢ao
a dose de 0,05 mg/L de malation, outro inseticida pertencente ao grupo dos
organofosforados, ocorreram algumas mudancas degenerativas na regido interlamelar
e no epitélio de revestimento das lamelas secundarias e necroses no filamento primario
das branquias do Lepomis macrochirus. Apds setenta e duas e noventa e seis horas,
os danos foram mais evidentes com o surgimento de necrose da lamela secundaria e

fusdo das lamelas secundarias.
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Apds noventa e seis horas de exposicdo a 1,2 mg/L de malation foi constatada,
no figado do Heteropneustes fossilis, a diminuicdo no diametro celular, degeneracao
das membranas celulares, vacuolizacdo no citoplasma e a fuséo entre as células com o
aparecimento de multinacleos em varias regiées hepéticas (DUTTA et al. 1993).

O azinfos etil (Gusation A) inibiu a maturacdo gonadal, causou atrofia das
células gametogénicas e ductos espermaticos e o desenvolvimento assincrénico da
ovogénese e da espermatogénese em carpa (Cyprinius carpio) e em tilapia
(Oreochromis niloticus) (HERRERA e RAMOS, 2001).

Com relacdo a azadiractina, esta apresenta varios efeitos sobre os organismos
causando disturbios no sistema hormonal, interrompendo o crescimento de insetos,
inseticida, nematicida, fungicida, bactericida e imunoestimulante (KOLLIEN e SCHAUB,
1999).

Com relacdo ao nim, existem dados na literatura que indicam a presenca de mais
de 300 compostos quimicos isolados das diferentes partes da planta de Neen True, a
Azadirachta indica (GOVINDACHARI, 1992). Entre estes compostos, 0s limondides
(tetranotriterpendides), formam o maior grupo (JONES et al. 1989). A planta
Azadirachta indica é conhecida por suas propriedades medicinal e repelente de insetos.
A azadiractina € um tetranotriterpendide, que atua interrompendo a metamorfose dos
insetos (SCHMUTTERER, 1990; BISWAS et al. 2002). ANON (1992) cita que a
azadiractina proporcionou mais de 90 % de eficiéncia no controle de insetos. Além
disso, exibiu baixa toxicidade aos organismos nao-alvo, baixa persisténcia no meio
ambiente e acao sistémica (GILL e LEWIS, 1971).

3.3. Preparacao e utilizacdo de analises cromatograficas para a determinacao de
residuos em peixes

Do ponto de vista analitico a preparagdo de amostras de tecidos de peixes é

dificultada pela alta polaridade dos tecidos, devido a presenca de lipidios, colesterol,

ésteres, mono e triglicérides e fosfolipidios (HERNANDEZ et al. 1998). Estes

compostos dificultam a extracdo dos residuos e a purificacdo das amostras. Outro

problema analitico estd no grande volume de solvente utilizado, baixa recuperagédo de

alguns compostos e o longo tempo de extracdo e analise (DANIS et al. 2002). Estes
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fatores tém contribuido para o desenvolvimento de métodos especializados para o
grupo dos pesticidas em matrizes de origem aquatica como agua, sedimento, algas,
zooplancton e peixes.

Assim, ALLENDER (1991) estudou a extracdo de clorpirifos em Cyprinus carpio
e Perca fluvialis, misturando 3 g de peixe, com 3 g de fosfato disddico, 3 g de fosfato de
potassio e 15 g de sulfato sodio anidro. A purificacdo foi realizada em coluna pré-
preparada com 2 g de sulfato de sddio granulado e 3,5 g de silica gel desativada. A
recuperacao do clorpirifos foi de 83,4 a 91,2 %, com a utilizacdo de detector de captura
de elétrons em cromatografia gasosa.

BEGUM et al. (1994) estudaram a bioacumulacdo de dimetoato em figado e
musculo de Clarias batrachus, onde foram misturados 2 g de tecido com 4 g de sulfato
de sodio anidro. A esta mistura foi adicionado 60 mL de cloreto de metileno e agitacdo
por 5 minutos. O extrato foi filtrado e novamente adicionou-se cloreto de metileno, que
foi evaporado em rotaevaporador. Apds este procedimento, foi adicionado n-hexano e
acetonitrila (1:1 v/v) ao residuo e agitacdo mecéanica por 30 minutos. A mistura foi
transferida para um funil de separacao e a fase de acetonitrila foi coletada. O residuo
obtido depois da evaporacdo do acetonitrila foi dissolvido em 0,5 mL de acetona e
injetado no cromatografo a gas.

Segundo ABBAS e HAYTON (1996), a preparacao de amostras de tecido de
peixes (cérebro, coracdo, musculo branco, figado, rim e plasma) para a quantificacao
cromatografica dos residuos de paration e paraoxon pode ser realizada por meio dos
seguintes procedimentos: amostra de tecido extraida com 3 mL de isooctano com 200
uL de metanol e cloreto de sédio concentrado para desnaturacdo das proteinas.
Centrifugacdo do extrato por 3 minutos a 5 @ a 3000 rpm. Coleta e evaporacédo do
sobrenadante. Reconstituicdo do residuo em 0,1 e 1,0 mL de isooctano e injecdo de
aliquotas de 1,0 uL no cromatoégrafo a gas.

HERNANDEZ et al. (1998) realizaram analises de residuos de inseticidas
organofosforados em diferentes tipos de organismos aquaticos marinhos (Skeletonema
costatum, Artemia salina, Aphanius iberus e Gambusia affinis). Para tanto, liofilizaram 2
g de tecido que foi homogeneizado com 30 g de sulfato de sodio anidro e 1 g de celito.

A extracao foi realizada com 150 mL de acetonitrila:acetona (90:10; v/iv) em alta
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velocidade em ultra-turrax, durante 3 minutos. A seguir, a solugdo foi filtrada, pré-
concentrada e o residuo final foi dissolvido em 2 mL n-hexano e injetado no
cromatoégrafo a gas.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) também é utilizada para a
analise de residuo de sustancias toxicas em amostras dos componentes do ambiente
aguatico e em analises de residuos de compostos utilizados para o tratamento de
parasitos, ou em casos de poluicdo aquatica.

TAKINO et al. (2003) determinaram residuos de cloranfenicol em amostras de 5
g de peixes, misturadas com 10 mL de acetato de etila e 5 g de sulfato de sodio anidro.
A mistura foi homogeneizada em ultra-turrax por 20 segundos e centrifugada por 5
minutos a 6000 rpm. O sobrenadante foi transferido para baldo de fundo redondo,
adicionado de 10 mL de acetato de etila e evaporado em rotaevaporador a 40 <C. Apos
este procedimento, foi adicionado ao residuo 1 mL de acetonitrila e 1 mL de n-hexano.
A fase do n-hexano foi descartada e a de acetonitrila evaporada. O residuo seco foi
dissolvido em 0,5 mL de acetonitrila-agua (10:90), contendo 10 mM acetato de amonio.

BERGWERFF et al. (2004) utilizaram a CLAE para analisar residuos de verde
malaquita em Anguila anguilla. Para a extragdo moeram 2 g de tecido em micro turrax
na presenca de 2 mL de tampao Mcllavine pH 3,0. A seguir, adicionaram 12 mL de
acetonitrila e centrifugacdo da suspensdo. O sobrenadante foi coletado e o material
particulado extraido novamente com 2 mL de tamp&o Mcllavine pH 6,0 e 12 mL de
acetonitrila, com agitacdo por 10 minutos a 500 rpm. Apés este procedimento, foi
realizada a centrifugagéo e os sobrenadantes foram combinados com adi¢édo de 6 mL
de diclorometano.

A CLAE também foi utilizada por HAUG e HALS (2000), para determinacdo de
oxitetraciclina em Salvelinus alpinus, por INGELSE et al. (2001), para organofosforado
em amostras de agua por injecao direta e por DAWSON et al. (2003), para cloramina T

em Oncorhynchus mykiss.
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RESUMO

Os objetivos deste trabalho foram estimar a CL (l) s0.96n dO paration metilico e do em
extratos aquosos de folhas secas de nim (EAFSN) para alevino e jovens de pacu (P.
mesopotamicus) e o efeito do peso corpéreo na toxicidade aguda. Determinar as
concentracfes nao letais para serem utilizadas como referéncias iniciais em estudos de
efichcia no controle de parasitos e classificar o risco ambiental do uso do paration
metilico e do nim para o controle de parasitas e patdgenos de pacu. Foram realizados
dois experimentos, em condi¢Oes laboratoriais, para a determinagao da concentragéo
letal (CL (1) 50-96n). A CL (I) s0-96n Calculada do paration metilico foi de 3,97 mg/L para os
alevinos e de 9,89 mg/L para os jovens. Para a azadiractina presente no EAFSN foi de
1,20 mg/L para os alevinos e de 1,18 mg/L para os jovens. A concentracao de 1,0 mg/L
de paration metilico para os alevinos e de 7,5 mg/L para os jovens e as de 0,29 e 0,59
mg/L de azadiractina ndo provocaram mortalidade nos animais expostos e podem ser
utilizadas como referéncias em estudos de controle de parasitos em pacu. O paration
metilico foi menos téxico para os alevinos e para os jovens de pacu do que o extrato
aguoso de nim, indicando a necessidade de cuidados com a utilizacdo de EAFSN no

ambiente aquatico.

Palavras-chave: Piaractus mesopotamicus, paration metilico, azadiractina, toxicidade

aguda.
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1. INTRODUCAO

A avaliacdo ecotoxicolégica € importante para o controle, regulamentacdo e
classificacdo de novas substancias toéxicas quanto ao potencial de risco ambiental. A
identificacdo do perigo e a avaliacdo da relacdo dose resposta séo etapas iniciais no
processo de avaliacdo da toxicidade ou de risco ambiental (USEPA, 2002). Nos ultimos
anos, aumentou o interesse sobre os efeitos que as substancias tdxicas provocam na
saude dos peixes, devido ao desenvolvimento de pisciculturas em regifes onde sao
realizadas atividades industriais ou agricolas. Estas atividades podem gerar residuos
que ao atingirem as bacias hidrograficas expdem os peixes a altas concentracdes de
substancias toxicas (PARMA de CROUX et al. 2002).

Os inseticidas organofosforados sao utilizados, de modo geral, na piscicultura
em aplicacdo direta na dgua para o controle de odonatas, copépodes e monogenéticos
(NOGA, 1996). O paration metilico, inseticida que pertence a este grupo quimico, &
utilizado, no Brasil, em tanques de pisciculturas para controlar larvas de insetos
aquaticos predadores de larvas de peixes (SILVA et al. 1993). E um dos inseticidas
mais empregados para o controle de predadores aquéticos em tanques de producao e
na preparacao de viveiros de recepcao de larvas de peixe, para maximizar a producao
de rotiferos (SENHORINI et al. 1991). A aplicagdo destes inseticidas pode provocar
efeitos téxicos agudos nos peixes e resultar em altos riscos de intoxicacéo
(RODRIGUES et al. 1997).
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Assim, o estudo da toxicidade aguda auxilia na avaliacdo do risco ambiental
devido a utilizacdo dessas substancias e na determinacdo de concentracfes seguras
para o0 controle de parasitos em pisciculturas, visando a diminuicdo do impacto
ambiental negativo e sobre os peixes. Estudos sobre a toxicidade aguda (CL (I) s0-96h)
de inseticidas organofosforados nos organismos aquaticos foram realizados com
gusation A em Penaeus monodon (BATICADOS e TENDENCIA 1991); com paration
metilico em Daphnia magna (CASALDERREY et al. 1994); com parathion em
Ankistrodesmus falcatus, Moina macrocopa e Oreochromis hornorum (MARTINEZ-
TABCHE et al. 1994); em Gambusia affinis e Notropis ludibundis (WALTON et al.
1997); com clorpirifés, paration e paration metilico em Gambusia affinis (BOONE e
CHAMBERS 1996); com clorpirifés, fenubucarb, monocrotofés e paration metilico em
Oreochromis mossambicus por (CALUMPANG et al. 1997); em larvas, pos-larvas e
adultos de Homarus americanus com azametifos (BURRIDGE et al. 1999); e com
monocrotofés em Prochilodus lineatus (PARMA de CROUX et al. 2002).

Na tentativa de encontrar produtos alternativos aos agrotéxicos convencionais
para minimizar os efeitos causados pela alta toxicidade dos agrotoxicos no ambiente
aquético, a planta de nim pode ser utilizada. O principal principio ativo do nim é a
azadiractina, com estrutura quimica CzsHs4016, polar e altamente oxigenado,
pertencente ao grupo dos limondides, pode ser testado como uma alternativa menos
impactante que os inseticidas organofosforados. O nim apresenta grande eficiéncia no
controle de patégenos e pode resultar em menor impacto ao ambiente aquatico.
Segundo SCHAAFF et al. (2000) e GOVINDACHARI (1992) existem mais de 300
compostos quimicos isolados das diferentes partes da planta de nim.

A azadiractina da planta de nim pode ser utilizada como repelente de insetos,
inseticida, produto de higiene e na medicina VAN DER NAT et al. (1991). Estudos de
toxicidade aguda da azadiractina em organismos aquaticos foram realizados em
Daphnia pulex (GOKTEPE e PLHAK, 2002), em seis espécies de macro invertebrados
aquaticos (DUNKEL e RICILARDS, 1998), em jovem de salmao do pacifico
(Onchorhynchus tshawytscha e O. kisutchi), em truta (O. mykiss) (WAN et al. 1996) e

em molusco Lymnea acuminata (SINGH et al. 1996).
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O pacu, Piaractus mesopotamicus, (Characidae: Serrasalminae, Holmberg,
1887), uma espécie endémica da bacia do Parana-Paraguai com importancia comercial
e um dos peixes mais cultivado na regido neotropical (SAINT-PAUL, 1986). E um peixe
onivoro, rustico, precoce, com carne saborosa, 6tima taxa de crescimento e destaca-se
como excelente para o cultivo em sistemas intensivos (SILVA, 1985). Por estas razdes
e por ser espécie autdctone, o pacu destaca-se como espécie importante para ser
utilizada como organismo-teste em estudos de toxicidade aguda de agrotéxicos de
acordo com o IBAMA (1987) e da CETESB (1999). Nestas normas recomenda-se a
utilizacao de espécies de peixes pertencentes a familia Characidae. Os objetivos deste
trabalho foram: 1) estimar a (CL (I) s0.96n) dO inseticida organofosforado paration
metilico e do extrato aquoso de folhas secas de nim (EAFSN) baseado na
concentragcdo de azadiractina para alevinos e jovens de P. mesopotamicus; 2) avaliar o
efeito do peso corpéreo dos peixes sobre a toxicidade aguda do paration metilico e do
nim para o pacu; e 3) avaliar o risco ambiental do uso de paration metilico e do nim

para o controle de parasitos e patdégenos de pacu.

2. MATERIAL E METODOS

Os peixes utilizados neste trabalho foram provenientes do Laboratério de
Nutricdo de Organismos Aquaticos do Centro de Aquicultura da UNESP, Campus de
Jaboticabal. Os experimentos foram conduzidos na Faculdade de Ciéncias Agrarias e

Veterinarias, UNESP, Campus de Jaboticabal.

2.1. Testes preliminares e de controle de sensibilidade dos organismos-teste

Os testes preliminares com paration metilico e com o EAFSN baseado na
concentragcdo de azadiractina foram realizados com a utlizagdo de quatro
concentracfes crescentes e um tratamento, controle com trés repeticoes (RAND e
PETROCELLI, 1985).

Para o controle de sensibilidade dos organismos-teste foram realizados
periodicamente testes de toxicidade aguda com 24 horas de duracao, utilizando como

substancias referéncias o dicromato de potassio e cloreto de soédio. Foram utilizadas
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ambas as substancias com teores de pureza de 99,9 %, de acordo com a metodologia
recomendada pelo IBAMA (1987).

Nos testes preliminares de toxicidade aguda foram determinados os intervalos
de concentracdo de paration metilico e de EAFSN que causaram zero e 100 % de
mortalidade, para serem utilizadas nos testes definitivos, segundo as metodologias
recomendada pela APHA (1991) e pelo IBAMA (1987).

Os testes foram conduzidos por 96 horas em sistema estatico, sem substituicdo
e sifonagem de agua durante o periodo de exposicdo dos peixes. Os animais foram
mantidos sem alimentacdo. A agua utilizada nos testes foi da rede de abastecimento
local, proveniente de um poc¢o semi-artesiano. A avaliacdo da mortalidade foi diaria com
a retirada dos peixes mortos dos recipientes. Diariamente foram determinados de cada
recipiente os dados de temperatura, pH, amdnia, oxigénio dissolvido e condutividade
elétrica da agua (Tab. 1).

As condi¢cdes ambientais foram mantidas segundo a metodologia recomendada
pelo IBAMA (1987), exceto a temperatura da sala de ensaio que foi mantida entre 27 e
28 °C para melhor conforto térmico dos animais segundo SILVA (1985) (Tab. 1).

Os valores de (CL (l) s0.96n) foram estimados pelo método Trimmed Spearman-
Karber (HAMILTON et al. 1977).

Tabela 1. CondicBes ambientais e variaveis da agua durante os testes de toxicidade aguda do paration
metilico e do nim para Piaractus mesopotamicus.

Temperatura  Temperatura pH Oxigénio Condutividade  Aménia
da Sala de da agua (°C) dissolvido (mS/cm) (Ma/L)
Ensaio (°C) (mg/L)
paration 28+0,5 26 £0,5 7,20 - 7,40 8,90 - 9,00 0,165 128
metilico
azadiractina 27 07 26,5+0,5 7,20 - 7,45 7,15 -7,67 0,178 156
dicromato de 27+1,0 255+1,0 7,15-7,40 7,83-7,90 0,195 145
potassio P.A.
cloreto de 28+0,5 265+1,0 7,00 — 7,49 8,10 - 8,30 0,450 178
sodio P.A.

2.2. Determinacao da toxicidade aguda (CL (1) s0-96n) do paration metilico
Para a determinacdo da toxicidade aguda do foram utilizados dois grupos de

peixes: alevinos com peso entre 1 e 2 g e jovens com peso entre 50 e 70 g. Em todos
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0s ensaios foi mantida a densidade maxima de 1 g de massa animal/L de agua
conforme a metodologia da APHA (1991) e CETESB (1999).

Os peixes foram previamente aclimatados na sala de bioensaios por dez dias, de
acordo com as recomendacfes do IBAMA (1987) e MURTY (1988). A aclimatacéao foi
realizada em uma caixa de cimento amianto de 250 L, com sistema de aeracao
continuo promovido por bombas de ar. Neste periodo os animais foram alimentados ad
libitum com racdo comercial uma vez ao dia.

Os alevinos de pacu foram expostos as concentracdes crescentes de: 0; 1,0; 2,5;
5,0; 7,5; 10,0 e 12,5 mg de paration metilico/L de &gua, com quatro repeticées e cinco
peixes por repeticdo. Os animais jovens foram expostos as concentracdes de: 0; 7,5;
9,0; 10,5; 12; 13,5 e 15 mg de paration metilico/L de &gua, com quatro repeticdes e

cinco peixes por repeticao.

2.3. Determinagédo da azadiractina contida no EAFSN

Para a determinacdo da azadiractina presente nas folhas de nim foi preparada
uma suspensdo contento 10 g de folhas secas e moidas de Azadirachta indica por litro
de agua. A seguir, foi realizada a homogeneizacdo da suspensao com auxilio de bastéo
de vidro, que permaneceu em repouso por 24 horas. ApGs este periodo, a suspenséao
foi filtrada em papel de filtro comum. A concentracdo de azadiractina presente no
filtrado de EAFSN foi determinada em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
Foi utilizado um cromatografo da marca Varian Modelo 2510, equipado com bomba
reciproca, com detector de ultravioleta de comprimento de onda variavel marca Varian
modelo 2550, com comprimento de onda ajustado em 217 nm e um integrador SP 4400
Chromajet (Varian Associates, Inc: Sunnyvale, CA, USA). A coluna cromatografica
empregada foi a de superficie interna de fase reserva ISRP-C1g (250 mm x 2 mm D.l.)
preparada conforme MENEZES e FELIX (1998). A determinacdo da azadiractina foi
realizada em temperatura ambiente, com fluxo de fase movel ajustado em 0,5 a
mL/minuto. A fase movel utilizada foi composta por uma mistura de solugcdo aquosa de
fosfato monobasico de sdédio 0,05 mol/L e acetonitrila (63:37; v/v). A quantificacao foi
efetuada com padrao externo, com curva de calibragéo contendo 15,0; 20,0; 30,0; 40,0;

50,0; e 60,0 pg de azadiractina/L de metanol segundo as metodologias de SUNDARAM
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e CURRY (1993) e MENEZES et al. (2000). O padrao analitico de azadiractina utilizado
do da marca SIGMA®.

2.4. Determinacao da toxicidade aguda (CL (I) so-96n) do EAFSN baseado na
concentracdo de azadiractina

Para os testes de toxicidade aguda para o EAFSN foram utilizados alevinos de
pacu com peso entre 1 e 2 g e jovens entre 50 e 70 g. Em todos os ensaios foi mantida
a densidade maxima de 1 g/L de agua conforme a metodologia da APHA (1991) e
CETESB (1999).

Os animais foram expostos as concentracdes crescentes de 0,0; 25; 50; 75; 100;
125; e 150 mL de extrato aquoso de nim/L de agua que equivale as concentracdes de
0,0; 0,29; 0,59; 0,88; 1,18; 1,47 e 1,77 mg de azadiractina/L de agua. Os experimentos
foram realizados com as mesmas concentragdes para 0s dois grupos de peixes, pois
nos testes preliminares nao foi possivel 0 aumento de concentracdo com o aumento de
peso dos animais. O sistema de conducdo do teste foi o estético com o periodo de
exposicao de 96 horas, sem alimentacdo dos peixes. A avaliacdo da mortalidade foi

realizada diariamente com a retirada dos individuos mortos dos recipientes.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Paration metilico

A equacdo linear que representa a relacdo concentracdo-resposta do paration
metilico estimada para os alevinos e para 0s jovens de P. mesopotamicus estao
apresentadas na Tabela 2. A CL (I) s0-96n para os alevinos foi de 3,97 mg/L e para os

jovens foi de 9,89 mg/L.
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O aumento de 2,5 vezes no valor da CL (I) s0-96n Calculada para os jovens em
relacdo ao valor estimado para os alevinos pode ser atribuida a diferenca de
sensibilidade ao agrotdxico que os animais apresentam em diferentes fases da vida e
ao maior desenvolvimento do sistema enzimatico de destoxificacdo no figado dos
animais jovens (MOTOYAMA et al. 1991). De forma geral, LARINI (1987) e HAYES e
LAWS (1991) citam que a toxicidade aguda de um composto quimico é expressa em
mg/kg. Portanto, esperava-se que seria necessario aumento na concentracdo do
paration metilico na agua para se obter a CL (I) s0.96n dOS animais com peso entre 50 e
70 g. Por outro lado, BURRIDGE et al. (1999) verificaram que a larva de lagosta
(Homarus americanus) € mais tolerante ao azametifés, com CL (s0.4en) de 3,57 ug/L,
enguanto que para o adulto foi de 1,39 ug/L. Da mesma forma, resultados semelhantes
aos de BURRIDGE et al. (1999) foram obtidos por ANGUIANO et al. (1994), para
embribes e larvas de Bufo arenarum expostas ao inseticida paration. Porém, o P.
mesopotamicus com peso entre 1 e 2 g, considerado alevino, foi mais sensivel ao
paration metilico do que os animais com peso entre 50 e 70 g (Tabela. 2).

O paration metilico foi menos téxico para o pacu nos estadios alevino e jovem do
que os inseticidas clorpirifés e paration para o peixe mosquito (Gambusia affinis), que
apresentaram concentracdes letais 50% de 0,15 e 0,35 mg/L, respectivamente
(BOONE e CHAMBERS, 1996) e do paration para os peixes G. affinis e N. ludibundis
que foi de 3517 pg/L e 2041 pg/L, respectivamente (WALTON et al. 1997). Em relacéo
a outros organismos aquaticos, o paration metilico também foi menos toxico para o
pacu. Para o camardo tigre (Penaeus monodon), a CL 50 . 4gn foi de 120 pg/L
(BATICADOS e TENDENCIA, 1991); para Daphnia magna foi de 0,07 ng/L
(CASALDERREY et al. 1994); e para larvas, pos-larvas e adultos de lagosta americana
(Homarus americanus) expostos a azametifés 3,57, 2,12 e 1,39 ug/L, respectivamente
(BURRIDGE et al. 1999). Porém, a toxicidade do paration metilico foi maior em alevinos
de pacu do que a observada com o paration metilico para jovens de G. affinis com CLsg
de 13,48 mg/L (BOONE e CHAMBERS, 1996) e com o monocrotofés em Prochilodus
lineatus, com CLso de 5,97 mg/L (PARMA de CROUX et al. 2002).

Para tilapias adultas (Oreochromus niloticus), com peso entre 57 e 98 g, a CL (so-
gehy Calculada foi de 2,2 mg/L para o malation (PATHIRATNE e GEORGE, 1998). Para
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SHAO-NAN e DEFANG (1996), o malation foi considerado moderadamente toxico para
peixes, com CL (5o — g6n) €ntre 0,25 e 15 mg/L. Esta faixa de toxicidade também foi
observada para o paration metilico para alevinos e jovens de pacu (Tabela 2). Segundo
BURRIDGE et al. (1999), ndo ocorreu diferenca de letalidade do azametifés entre as
formas larvas, pés-larvas e adultas dos organismos aquaticos invertebrados.

ApOs a exposicdo ao paration metilico, tanto os alevinos quanto os jovens
apresentaram agitagcdo e natacdo nao coordenada em todos os tratamentos. Na
primeira hora ap0s a exposicao, os alevinos dos tratamentos com as concentracdes de
7,5; 10,0 e 12,5 mg/L e os jovens dos tratamentos 10,5; 12,0; 13,5 e 15,0 apresentaram
sinais claros de intoxicacdo, com a natacdo rapida e erratica, devido a acao do
agrotoxico na inibicdo do sistema enzimético colinérgico. Durante a primeira hora de
experimentacdo os peixes desses tratamentos nadaram com a cabeca para cima ou
para baixo continuamente. Estes sinais estdo de acordo com o0s observados por
MURTY et al. (1984) para o Mystus cavasius, exposto ao paration metilico.

As porcentagens de mortalidade de alevinos e jovens em relacdo a concentracao
de paration metilico utilizada ocorrida durante a estimativa da CL () s0.96n €Sté0
apresentadas na Tabela 3. A maior incidéncia de mortalidade ocorreu nas primeiras 24
horas de exposicdo. Neste periodo ocorreu mortalidade crescente nas concentracdes
de 5,0; 7,5; 10,0 mg/L para os alevinos e de 9,0; 10,5; 12,0 e 13,5 mg/L para 0s jovens.
Nos tratamentos com 12,5 mg/L para os alevinos e com 15,0 mg/L para os jovens

ocorreu a morte de todos 0s animais.

3.2. Azadiractina

O emprego da coluna cromatografica ISRP-C1g permitiu a inje¢do diluida (1:100;
v/lv) de 500 uL do extrato aquoso de nim em metanol, para a determinacdo da
azadiractina. O tempo de retencdo da azadiractina foi 8,82 + 0,04 minutos, com um
fator de retencdo (K) de 7,48. A concentracdo detectada foi de 11,8 mg de
azadiractina/L de EAFSN. Esta concentragdo € semelhante a concentracdo
determinada para o extrato aquoso de sementes com 12 mg/L (GOVINDACHARI et al.

1999) e para o extrato seco de sementes com 10,3 mg/L (JARVIS et al. 1999).
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A equacdo linear que representa a relagdo concentragdo-reposta e a
concentracdo letal 50 % do EAFSN baseado na concentracdo de azadiractina para
alevinos e para os jovens de P. mesopotamicus estdo apresentadas na Tabela 2. As
porcentagens de mortalidade de alevinos e jovens, em relacdo a concentracdo de
azadiractina utilizada, ocorrida durante a estimativa da CL (I) so0-96n €Std0 apresentadas
na Tabela 3. A mortalidade de 100 % dos animais alevinos e jovens também ocorreram
nas primeiras 24 horas de exposicéo, similar ao observado para o paration metilico.

Em todos os tratamentos foi verificado que na primeira hora de exposicdo a
azadiractina os animais permaneceram no fundo do aquario. A seguir, comecaram a
apresentar natacdo erratica, movimentos rapidos do opérculo. Nos tratamentos com
1,47 e 1,77 mg/L, os animais comecaram a permanecer na superficie da coluna d agua
para captar oxigénio da interface agua-atmosféra. Esse comportamento também foi
descrito por OMOREGIE e OKPANACHI (1992) para tilapias (Tilapia zilli) expostas a
0,09 a 1,56 mg.dm ® de azadiractina em 6leo de nim.

A toxicidade aguda da azadiractina foi avaliada por DUNKEL e RICILARDS
(1998) para seis espécies de invertebrados aquaticos: Drunella grandis, D. doddsi,
Skwala paralela, Brachycentrus occidentalis, B. americanus e Caecidotea intermedia. A
CL s50-24n €Stimadas variou de 1,8 a 9,2 mg/L para estas espécies. KREUTZWEISER et
al. (1999), estimaram CL 5o entre 0,28 e 0,84 mg/L de azadiractina para oitos espécies
de invertebrados aquaticos. A CL (l) so-96n €Stimada para o P. mesopotamicus € similar
as faixas de toxicidade aguda observadas para estes invertebrados (Tabela. 2).

SUTTON (2002) citou que os inseticidas & base nim (azadiractina), ao serem
utilizados como alternativa aos inseticidas tradicionais, podem apresentar riscos ao
ambiente aquatico, principalmente aos insetos aquaticos e zooplancton, especialmente
0S copépodas.

Segundo SRIVASTAVA e RAIDAZA (2001), a azadiractina ndo apresentou efeito
embriofetotoxico e teratogénico em ratos, ndo produzindo efeito morfoldgico, visceral e
esquelético. Portanto, esses autores consideraram a azadiractina como um biopesticida
alternativo aos inseticidas sintéticos. SCHMUTTERER (1990) estimou a dose letal (DL
50) de 7000 mg/kg, para ratos e nao foi observada toxicidade aguda oral para patos que

ingeriram 5000 a 8750 mg/kg de azadiractina. Apesar desses trabalhos, dentre outros,
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demonstrarem a baixa toxicidade da azadiractina para mamiferos e aves, € necessario
cuidado na utilizacdo deste pesticida natural no ambiente aquatico. Isto porque, neste
estudo, verificou-se que a toxicidade aguda foi alta e podera resultar em alto risco de
contaminacao ambiental.

A utilizagao do extrato aquoso de folhas de nim deve ser mais estudada, pois
além de sua alta toxicidade aguda para o P. mesopotamicus, outros fatores podem
limitar a sua utilizacdo, tais como: temperatura, luz ultravioleta, pH, partes da planta
utilizada na preparacédo do extrato, degradacgéo e efeito residual como o descrito por
SCHMUTTERER (1990).

Tabela 2. Equacdes lineares concentragdo-resposta, R* e CL (1) so.06n (Mg/L) do paration metilico e da
azadiractina para os alevinos e jovens de Piaractus mesopotamicus.

Alevino Jovem
Paration metilico Azadiractina Paration metilico Azadiractina

Equacdo Linear  y=8,18x+7,20 y=101,96x—-31,12 y=1238x—89,28 y=99,07x - 31,11

R* 0,958 0,968 0,965 0,921

CL (I)s0-96n 3,97 1,30 9,89 1,18

Tabela 3. Mortalidade (%) de alevinos e jovens de Piaractus mesopotamicus nas diferentes concentracfes de
paration metilico e de azadiractina.

Alevino Concentrac¢des de Paration metilico (mg/L)
0,0 1,0 2,5 5,0 7,5 10,0 12,5
0 0 25 58,6 75 91,6 100
Jovem
0,0 7,5 9,0 10,5 12,5 13,5 15
0 0 25 50 50 75 100
Alevino Concentragdes de Azadiractina (mg/L)
0,0 0,29 0,59 0,88 1,18 1,47 1,77
0 0 0 33,3 33,3 66,6 100
Jovem
0,0 0,29 0,59 0,88 1,18 1,47 1,77
0 0 25 25 50 75 100

4. CONCLUSOES
O paration metilico foi menos téxico para os alevinos e para 0s jovens de pacu
que o EAFSN baseado na concentracdo de azadiractina, indicando a necessidade de

cuidados com a utilizacdo de extratos aquosos de nim no ambiente aquatico. Os sinais
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de intoxicacdes causados pelo paration metilico e azadiractina em alevinos e jovens de
pacu foram diferentes. As concentracdes de 1,0 mg/L para os alevinos e de 7,5 mg/L
para os jovens expostos ao paration metilico e 0,29 e 0,59 mg/L para os alevinos e de
0,29 mg/L para os jovens expostos a azadiractina ndo provocaram mortalidade nos
animais. Portanto, estas concentracbes podem ser utilizadas como referéncias em
estudos de controle de parasitos em P. mesopotamicus, se confirmados com estudos

de toxicidade crbnica.

Acute toxicity of the insecticide methyl parathion and of the biopesticide azadirachtin
from neem leaves (Azadirachta indica) to alevine and jovense of pacu (Piaractus

mesopotamicus)

5. ABSTRACT

The objectives of the present study were: to esteem the lethal concentration LC (1) 50-96 1
of methyl parathion and of the aqueous extract of neem leaves to alevine and jovense
pacu (P. mesopotamicus) and to determine the effect of body weight on acute toxicity.
To determine the non-lethal concentrations to be used as initial references in efficacy
studies on parasite control and to classify the environmental risk of the use of methyl
parathion and neem in the control of pacu parasites and pathogens. Two experiments
were performed under laboratory conditions for the determination of the LC (I) 50-96 h-
The LC (I) s0-96 n of methyl parathion was 3.97 mg/L for alevine and 9.89 mg/L for
jovense fish. The LC (l) so-06 n Of azadirachtin was 0.89 mg/L for alevine and 0.96 mg/L
for jovense pacu. Concentrations of 1.0 and 7.5 mg/L of methyl parathion and of 0.29
and 0.59 mg/L of azadirachtin for alevine and jovense pacu, respectively, did not cause
mortality in the exposed animals and can be used as references in studies on the
control of parasites in pacu. Methyl parathion was less toxic to alevine and jovense pacu
than azadirachtin, indicating the need for careful utilization of aqueous neem extracts in

aguatic environments.

Key-words: methyl parathion, azadirachtin, acute toxicity, Piaractus mesopotamicus
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RESUMO
O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos de concentragcbes subletais de paration

metilico e da azadiractina contida no extrato aquoso de folhas secas de nim (EAFSN)

na estrutura histologica das branquias e no figado de alevinos e jovens de pacu
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(Piaractus mesopotamicus). Os alevinos de pacu foram expostos a concentracdes de
0,0; 1,0; 2,5; 5,0; e 7,5 mg/L de paration metilico e os jovens foram expostos a
concentracbes de 0,0; 7,5; 9,0; 10,5; 12,0 e 13,5 mg/L. As concetracdes subletais do
EAFSN para alevinos e jovens de pacu foram de 0,0; 0,29; 0,59; 0,88; e 1,18 mg de
azadiractina/L de. Os peixes foram expostos por 96 horas a concentracdes subletais.
As amostras de branquias e de figado foram retiradas e fixadas em solugéo fixadora de
Bouin e formaldeido tamponado. Apos a fixacdo, foi realizado desidratacdo, inclusao
em parafina plastica, microtomia com obtencdo de secc¢des histologicas de 5 um de
espessura e coloracdo com hematoxilina-eosina e PAS/H. Nas branquias de pacu
expostos ao paration metilico foram observados congestdo sanglinea, alteracdes na
altura do epitélio de revestimento, de células secretoras de muco e de células-cloreto,
fusdo lamelar, edemas subepiteliais, hemorragias intersticial, fusdo Ilamelar,
desorganizacdo da estrutura lamelar. As alteracbes causadas pelo EAFSN foram:
edema subepitelial, aumento das células de revestimento e fusdo lamelar, fusdo apical
das lamelas secundarias, aumento das células de revestimento e células-cloreto,
diminuicdo no epitélio de revestimento interlamelar, estase sangiinea e diminuicdo das
células mucosas. No figado dos animais expostos ao paration metilico foi observado
congestdo sangilinea, fusdo celular, hiperplasia e hipertrofia dos hepatdcitos,
desarranjo da organizacdo cordonal dos hepatdécitos. Os figados animais expostos a
azadiractina apresentaram desorganizacdo do arranjo cordonal dos hepatdcitos,
vacuolizacdo citoplasmatica, necrose das ceélulas epiteliais de revestimento dos

canaliculos bhiliares.

Palavras-chaves: tele6steos, Piaractus mesopotamicus, pesticida natural,

organofosforado,

ABSTRACT
The objective of the present study was to determine the effects of sublethal

concentration of methyl parathion and azadirachtin present in the agueous extract of dry
neem leaves (AEDNL) on the histological structure of the gills and liver of fry and

jovense pacu (Piaractus mesopotamicus). Fry pacu were exposed to methyl parathion
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concentrations of 0.0, 1.0, 2.5, 5.0 and 7.5 mg/L and jovense fish were exposed to
concentrations of 0.0, 7.5, 9.0, 10.5, 12.0 and 13.5 mg/L. The sublethal concentrations
of azadirachtin for fry and jovense pacu were 0.0, 0.29, 0.59, 0.88 and 1.18 mg/L
AEDNL. The exposure time was 96 hours. Samples of the gills and liver were removed,
fixed in Bouin’s fixative and buffered formaldehyde. After fixation, the specimens were
dehydrated, embedded in plastic paraffin, cut into 5-um thick histological sections with a
microtome, and stained with hematoxylin-eosin and PAS/H. The gills of pacu exposed to
methyl parathion showed blood congestion, alterations in the height of the lining
epithelium, mucus-secreting cells and chloride cells, lamellar fusion, subepithelial
edema, interstitial hemorrhage, and disorganization of the lamellar structure.
Azadirachtin caused the following alterations: subepithelial edema, increased lamellar
fusion, apical fusion of secondary lamellae, an increase in the number of lining cells and
chloride cells, a reduction in the interlamellar lining epithelium, blood stasis, and a
decline in the number of mucous cells. The liver of animals exposed to methyl parathion
was characterized by blood congestion, cell fusion, hepatocyte hyperplasia and
hypertrophy, and derangement of the cord-like organization of hepatocytes. The liver of
animals exposed to azadirachtin presented disorganization of the cord-like arrangement
of hepatocytes, cytoplasmic vacuolization, and necrosis of epithelial cells lining the bile

canaliculi.

Key-words: teleostei, Piaractus mesopotamicus, natural pesticide, organophosphorus.

1. INTRODUCAO

A saude dos peixes € um indicador da boa qualidade de agua (COUTH, 1988) e
alteracdes fisico-quimicas ou bidticas no meio aquatico pode induzir lesdes nas
branquias, figado e rim (SINDERMANN, 1983). As branquias e a pele sdo os 6rgaos
dos peixes inicialmente afetados pelos agentes toxicos. Estes 6rgdos tém grande

superficie de contato e ambos apresentam células de muco importantes na resisténcia
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a patégenos e a substancias toéxicas (SHEPHARD, 1994). Apds a absorcdo na pele ou
nas branquias, as substancias téxicas atingem o figado, que tem papel fundamental no
seu metabolismo (JOBLING e SUMPTER, 1993).

O figado exerce importantes fungdes vitais para 0s peixes como a sintese de
varios componentes do plasma sanglineo; estocagem e metabolismo de glicose e
glicogénio; liberacdo de glicose e desintoxicacdo do organismo (DUTTA et al. 1993). O
figado é o maior 6rgdo de metabolismo de xenobio6ticos associados a poluicdo aquética
(KRANZ e DETHEFSEN, 1990).

A maioria dos pesticidas sdo biotransformados em metabdlitos pelo figado, pela
acado de enzimas da fracdo solavel das mitocondrias e microssomas (LARINI, 1979).
Em alguns casos, esse metabolismo produz substéncias mais téxicas. O paration
metilico é transformado em paraoxon por oxigenacao no reticulo endoplasmatico dos
hepatécitos, devido a acdo de enzimas S-alquil transferase (FANTA et al. 2003).
Consequentemente, o figado dos peixes é o 0rgao que sofre uma série de alteracdes
morfoldgicas devido & exposicdo a pesticidas (GILL et al. 1988; RODRIGUES e
FANTA, 1998). Geralmente, encontra-se no figado a maior concentracao dos residuos
de pesticidas, especialmente dos organofosforados (ANSARI e KUMAR, 1987a,b).
Entre os efeitos dos organofosforados nos hepatdcitos destaca-se a retencao da bile
dentro dos hepatdcitos, reduzindo o metabolismo de proteinas, carboidratos e lipideos
no aparelho digestorio dos peixes. O nucleo dos hepatdcitos torna-se picnotico,
indicando baixa funcionabilidade celular, além do surgimento de necroses em alguns
pontos do orgao (FANTA et al. 2003).

Outros estudos sobre a acdo e altera¢des provocadas por substancias toxicas nos
tecidos de organismos aquaticos foram realizados na branquia de Lepomis macrochirus
exposto ao malation com a ocorréncia de necrose no filamento primario, edema e fuséo
lamelar (RICHMONDS e DUTTA, 1989); no figado de Heteropneustes fossilis exposto
ao malation com vacuolizacdo do citoplasma e nudcleo picnotico dos hepatocitos
(DUTTA et al. 1993); no figado Sparus auratus exposto ao sulfato de sodio dodecil com
desarranjo da organizacao cordonal de (RIBELLES et al. 1995); no hepatoprancreas de
Macrobrachium malcolmsonii exposto ao endosulfan com alteragdo na histaarquitetura
do 6rgao e necrose (SARAVANA e GERALDINE, 2000); no figado com fibrose hepatica
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e hipertrofia dos hepatdcitos, nas branquias com aneurisma e fusao lamelar e no rim
com acumulo de material eosinofilico nos glomérulos de Platichthys flesus,
Pomatoschistus minutus e Zoarces viviparus expostos a hidrocarbonetos poli
aromaticos (STENTIFORD et al. 2003); e na branquia de Danio rerio exposto ao
tetraclorodibenzol-p-dioxina com aumento das células mucosas na lamela primaria,
hipertrofia da lamela e fusdo das lamelas secundarias (ZODROW et al. 2004).

O paration metilico € um dos inseticidas mais empregados para o0 controle de
predadores aquaticos em tanques de producdo e na preparacdo de viveiros de
recepcao de larvas de peixe, com o0 objetivo de maximizar a producédo de rotiferos
(SENHORINI et al. 1991; SILVA et al. 1993), além de ser utilizado para o controle de
odonatas, copépodes e monogenéticos (NOGA, 1996).

Entre os produtos que podem apresentar eficacia no controle de patdgenos e
resultar em menor impacto no meio ambiente esta o pesticida natural azadiractina, um
composto natural, isolado da planta nim, Azadirachta indica (Meliaceae) (SCHAAF et al.
2000). Entretanto, ainda ndo foram encontrados na literatura estudos sobre alteracdes
histopatoldgicas deste pesticida em peixes.

Para este estudo foi utilizado o pacu (Piaractus mesopotamicus) da familia
Characidae e subfamilia Serrasalminae, espécie endémica da bacia dos rios Parana-
Paraguai, de importancia comercial, sendo uma das espécies de peixe mais criadas na
regido neotropical (SAINT-PAUL, 1986).

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos de concentra¢cdes subagudas
do inseticida organofosforado paration metilico e do extrato aquoso de folhas secas de
nim (EAFSN), baseado na concentracdo de azadiractina, sobre a estrutura histologica

de branquias e figado de alevinos e jovens de pacu (P. mesopotamicus).

2. MATERIAL E METODOS

Neste trabalho foram utilizados peixes nos estagios de alevino e jovem da espécie
Piaractus mesopotamicus, provenientes do Laboratério de NutricAo de Organismos
Aquaticos do Centro de Aquicultura da UNESP, Campus de Jaboticabal. Os
experimentos foram conduzidos na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
UNESP, Campus de Jaboticabal.
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Os animais foram aclimatados por dez dias na sala de bioensaios, de acordo com
as recomendacbes do IBAMA (1987) e MURTY (1988). Para tanto, foi utilizada uma
caixa de cimento amianto de 250 L, com sistema de aera¢do continua por bombas de
ar. Neste periodo, os animais foram alimentados ad libitun uma vez ao dia com racéo
comercial.

O sistema de conduc¢éo do teste foi o estatico, com 96 horas de exposicdo aos
agrotoxicos e sem alimentacao dos peixes. A agua utilizada nos testes foi da rede de
abastecimento local, proveniente de poco semi-artesiano. As condicdes ambientais
foram avaliadas diariamente e os valores foram: oxigénio dissolvido, entre 8,90 e 9,0
mg/L; condutividade elétrica da agua, entre 0,160 e 0,180 mCs; aménia total (NHs"),
entre 130 160 pg/L; e pH entre 7,20 e 7,45. A temperatura da sala de bioensaio foi
mantida entre 27 e 28 °C; e a agua entre 26,5 e 27 <C.

No experimento foram utilizados dois grupos de peixes: alevinos com peso entre 1
e 2 g e jovens com peso entre 50 e 70 g, na densidade maxima de 5 g de peixe/L de
agua, conforme a metodologia da APHA (1991) e da CETESB (1999).

Os alevinos foram expostos as concentra¢des de 0,0; 1,0; 2,5; 5,0; e 7,5 mg/L de
paration metilico, com quatro repeticbes e cinco peixes por repeticdo. Os jovens foram
expostos as concentragbes de 0,0; 7,5; 9,0; 10,5; 12,0 e 13,5 mg/L, com quatro
repeticdes e cinco peixes por repeticao.

Os alevinos e jovens de pacu foram expostos a concentragdes de 0,0; 0,29; 0,59;
0,88; e 1,18 mg/L de azadiractina contida no EAFSN, com quatro repeticdes. Os
experimentos foram realizados com as mesmas concentragdes para os dois grupos de
peixes, pois a toxicidade aguda do EAFSN ndo permitiu o aumento de sua
concentragdo com o aumento do peso dos animais, de acordo com os resultados de
testes preliminares.

2.1. Analise histoldgica das branquias e do figado

As amostras do figado e das branquias dos animais de cada tratamento foram
coletadas apds 96 horas de exposi¢do e imersas em solucao fixadora de Bouin, por 24
horas (BEHMER et al. 1976). ApOs a fixacdo, as amostras foram desidratadas em série
crescente de etanol/agua (v/v), diafanizadas e incluidas em Histosec® (Merck). A

seguir, foi realizada a microtomia em micrétomo automatico (Leica, RM-2155), obtendo-
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se cortes, em sequéncia semi-seriada (1 corte/100 um desprezados), de trés a cinco
um de espessura. Os cortes foram corados com Hematoxilina-Eosina e reagidos em
PAS/H (&cido periddico de Schiff), segundo as metodologias propostas por BEHMER et
al. (1976).

Para melhor caracterizacdo da morfologia da branquia e do figado, fragmentos
desses 6rgdos foram também incluidos em historesin® (Leica-Germany). Os
fragmentos foram fixados em solucdo de McDowell (glutaraldeido 2,5 %, formaldeido 4
% e tampao fosfato pH 7,4; 0,1 M), durante 24 horas (McDOWEEL e TRUMP, 1976). A
seguir, foram submetidos a sucessivos banhos em tampéao fosfato de Sorénsen (pH
7,2; 0,1M) durante sete dias e desidratacdo em alcool 80 %. O processo de pré-
infiltragéo foi realizado com solugao de glicol-metacrilato e etanol a 80 % em diferentes
concentracbes (1:3, 1:1, 3:1 v/v), durante trés horas. Em seguida, o material foi
embebido em glicol-metacrilato, por uma hora. Na seqiéncia, o material foi incluido em
uma mistura contendo solucdo de pré-inclusdo em glicol-metacrilato ativado e
endurecedor em histomold. Apds endurecimento parcial da solugdo, os blocos foram
colocados em estufa a temperatura de 45 °C, por aproximadamente 72 horas, para a
polimerizacdo e endurecimento. Foram realizados cortes histologicos de dois um de
espessura com navalhas de vidro e, posteriormente, corados com hematoxilina/floxina

B, azul de toluidina a 0,5 %/fucsina béasica a 0,5 % e azul de toluidina a 1 %.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Histopatologia de branquias
As branquias dos peixes dos tratamentos controles estavam constituidas por
quatro arcos branquiais dispostos em cada lado da faringe, formando as fendas

branquiais. Os arcos branquiais sustentavam duas fileiras de lamelas primérias ou
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filamentos branquiais. As lamelas mostraram-se dispostas acima e abaixo dos
filamentos. Os filamentos branquiais estavam revestidos por epitélio estratificado que,
em intervalos regulares se eleva, formando as lamelas (Figura 1A). As lamelas
secundarias altas e constituidas por duas camadas de células epiteliais pavimentosas,
células pilares, células-cloreto e as células mucosas como o descrito por SEVERI et al.
(2000) para o P. mesopotamicus.

Os alevinos expostos a 1,0 e 2,5 mg/L de paration metilico ndo apresentaram
alteracdes em relagédo ao tratamento controle. No tratamento com 2,5 mg/L ocorreu
congestédo (Figura 1B), em algumas regides da lamela secundaria. Segundo CENGIZ e
UNLU (2002), ap06s a exposicdo do Gambusia affinis ao endosulfan, a primeira
alteracdo histopatoldgica observada foi hemorragia intersticial lamelar.

Nos tratamentos com 5,0 mg/L e 7,5 mg/L de paration metilico foi verificado,
hiperplasia das células de revestimento no espaco interlamelar, de células secretoras
de muco e de células-cloreto. Estas caracteristicas também foram descritas por
MALLATT (1985) para Salmo gairdneri. Segundo este autor, 0 aumento do nimero de
das células mucosas provoca hipersecrecao, visando a protecdo da estrutura tecidual
em situacdes ambientais adversas e em exposicdo a alguns tipos de téxicos. As
mucosubstancias produzidas por estas células apresentam polidnions, que podem
atuar como barreira protetora contra a penetracdo do organofosforado no epitélio
respiratério do pacu. A hiperplasia das células secretoras de muco também foi
observada nas branquias de salméo do atlantico (Salmo salar) tratado com levamisol
(MORRISON et al. 2001).

Os animais jovens expostos as concentragbes de 5,0 e 7,5 mg/L de paration
metilico apresentaram as branquias semelhantes as dos animais do tratamento
controle. Nas concentracbes de 9,0, 10,5 e 12 mg/L (Figura 1 C) ocorreram fusao de
algumas lamelas secundarias e congestdo nos filamentos branquiais e nas lamelas,
resultando em pequenos edemas. Além dessas alteragbes, no tratamento com 12,0
mg/L ocorreu hemorragia intersticial. A fusdo lamelar também foi observada em
Lepomis macrochirus, apdés 72 horas de exposicdo ao malation (RICHMONDS e
DUTTA, 1989). Esta lesdo ocorre devido ao aumento da adesdo entre as células

epiteliais e o sistema de sustentacdo das células pilares, acompanhado pelo colapso
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da integridade da estrutura da lamela secundaria (SKIMORE e TOVELL, 1972). A fuséo
lamelar foi também observada no Salmo salar tratado com levamisol intraperitoneal,
causada por hiperplasia e hipertrofia das células do filamento branquial (MORRISON et
al. 2001), em Oncorhynchus mykiss tratados com formalina (SPEARE et al. 1997) e em
peixes de estuéario (Platichthys flesus, Pomatoschistus minutus e Zoarces viviparos)
expostos a hidrocarbonetos poli aromaticos (PAHs) (STENTIFORD et al. 2003). A fuséo
lamelar pode ser um mecanismo de protecdo do peixe, pois diminui a superficie
vulneravel da branquia ao agente intoxicante (CENGIZ e UNLU, 2002). Assim, o pacu
pode ter desenvolvido este mecanismo para sua protecdo, pois o paration metilico
apresenta alta permeabilidade nas membranas celulares (LARINI, 1987). O pacu pode
ter desenvolvido esse mecanismo adaptativo para aumentar a tolerancia ao inseticida,
pois este animal esta sujeito a grandes variagfes sazonais de qualidade de 4gua em
sua area de origem.

No tratamento com 13,5 mg/L ocorreu fusdo lamelar, desorganizacdo e
rompimento da estrutura lamelar e necroses localizadas (Figura 1F) Estas alteracfes
estdo de acordo com as observadas por RICHMONDS e DUTTA (1989) para o
Lepomis macrochirus exposto ao malation.

As caracteristicas histopatolégicas das branquias dos alevinos expostos ao
EAFSN, nas concentracbes de 0,29 e 0,59 mg de azadiractina/L foram as do
tratamento controle. Porém, no tratamento com 0,59 mg/L ocorreu edema subepitelial
em algumas regifes (Figura 1D), hiperplasia do epitélio de revestimento e fuséo
lamelar. A presenca de edema subepitelial também foi observada por RICHMONDS e
DUTTA (1989), em L. macrochirus exposto ao malation, por DOMITROVIC (1997), em
Aequidens portalegrensis ao clorpirifés e por FANTA et al. (2003), para o Corydoras
paleatus ao paration metilico.

Nas concentragbes de 0,88 e 1,18 mg/L de azadiractina ocorreu edema
subepitelial, fusdo apical das lamelas secundarias, hiperplasia das células de
revestimento e células cloreto (Fgura 1E). As alteracdes histopatoldgicas nestes
tratamentos foram semelhantes as observadas por SPEARE et al. (1997) S. salar e
Oncorhynchus mykiss tratados com formalina. Porém, esses autores nao relataram

aumento do numero de células-cloreto. Esse aumento foi considerado por
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FERNANDES et al. (1998), no cascudo (Hypostomus plecostomus) exposto a agua
destilada, como uma resposta adaptativa a baixa concentracdo de ions na 4gua ou ao
desbalanco no equilibrio acido-base.

Para os peixes jovens, nas concentracdes de 0,29 mg/L as caracteristicas foram
similares as do tratamento controle. Na concentracdo de 0,59 mg/L ocorreu perda do
filamento braquial devido, possivelmente, a hiperplasia das células do epitélio de
revestimento interlamelar semelhante ao descrito por DOMITROVIC (1997) em peixes
expostos a formalina e ao verde malaquita. Na concentragcdo de 0,88 mg/L ocorreu
cogestdo e diminuicdo do namero de células mucosas. No tratamento com 1,18 mg/L
ocorreu telangientasia, edema subepitelial, hiperplasia do epitélio interlamelar e fuséo
apical das lamelas secundarias como o observado nas branquias de G. affinis exposta
ao endosulfan durante 30 dias (DOMITROVIC, 1997; CENGIZ e UNLU, 2002).

As alteracdes histopatolégicas nas branquias provocadas pelo paration metilico e
pela azadiractina foram similares as descritas por ROMBOUGH e GARDISE (1977) e
MALLATT (1985). Segundo estes autores, as alteragdes provocadas nas branquias por
grande numero de substancias, entre elas os metais pesados, os organofosforados e
0s organoclorados sao similares. Segundo RANDALL et al. (1996) a branquia
geralmente absorve os pesticidas soliveis em agua e compostos lipossoluveis.
Portanto, os organofosforados ndo tém dificuldade de atravessar membranas das
células deste sistema (FANTA et al. 2003). O paration metilico e 0 EAFSN podem ter
atingido as branquias do pacu pela da superficie externa da lamela secundéria e pela
corrente circulatéria. A entrada do paration metilico e do EAFSN pelo mecanismo
contra-corrente e o seu efeito direto nas células das lamelas podem ter danificado a
estrutura branquial. O efeito secundario da desorganizacdo da estrutura branquial € a
menor eficiéncia na absorcdo de oxigénio, devido ao aumento da distancia de difuséo
lamelar (FANTA et al. 2003).
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Figura 1. Fotomicrografia de branquias de pacu. A. Organizacdo das lamelas primarias (LP) e
secundarias (LS) das branquias de alevinos no tratamento controle. AT/Fucsina basica. 200x.
B. Presenca de congestéo (E) nas lamelas secundarias (LS) dos alevinos expostos a 2,5 mg
de paration metilico/L. H/E. 200x. C. Fuséo lamelar (F) nas branquias dos jovens expostos a
12 mg de paration metilico/L. H/E. 400x. D. Edema subepitelial (estrela) nas lamelas
secundarias de peixe jovens exposto a 0,59 mg de azadiractina/L. AT/Fucsina basica. 400x.
E. Hiperplasia das células de revestimento (CR) interlamelar, telangiectasia (T) de pacu
jovens expostos a 1,18 mg de azadiractina/L. H/E. 200x. F. Desorganizacdo da lamela
secundaria (LS) e das células de revestimento (CR) interlamelar de jovens de pacu exposto a
13,5 mg de paration metilico/L. H/E. 400x.

3.2. Histopatologia do figado

O figado do pacu nos tratamentos controle, de alevinos e jovens de pacu,
apresentou organizacdo cordonal do arranjo dos hepatocitos, formando placa de
células em contato direto com os sinusoides. Os hepatécitos apresentaram forma
hexagonal, com nucleo central, basofilo, cromatina descondensada e um nucléolo
visivel. O citoplasma rdseo indicou alta acidofilia e presenca de alguns granulos de
glicogénio, como o descrito por SOUZA et al. (2001) para o P. mesopotamicus.

Os alevinos expostos a 1,0 mg/L de paration metilico apresentaram caracteristicas
histologicas do figado semelhantes as dos animais do tratamento controle, situagéo
também observada no tratamento com 2,5 mg/L, porém ocorreu cogestao nos capilares
sinusdides em algumas regides.

Os tratamentos com 5,0 e 7,5 mg/L de paration metilico apresentaram fusao
celular e hipertrofia dos hepatécitos em algumas regides, principalmente, préximo das
veias centrais. Estas concetracfes do inseticida na agua causaram desarranjo da
organizacdo cordonal dos hepatdcitos no parénquima hepético (Figura 2E).

Os figados dos jovens expostos as concentracdes de 5,0, 7,5 e 9,0 mg/L de
paration metilico apresentaram caracteristicas histolégicas semelhantes ao tratamento
controle. Porém, nos tratamentos com 7,5 e 9,0 mg/L foi observado diminuicdo da
acidofilia citoplasmaética e, em algumas regides, ocorreu perda do arranjo cordonal dos
hepatdcitos com pontos caracterizando necrose com a presenca de nucleos picnéticos.

As alteragbes que ocorreram no figado dos alevinos e jovens de pacu nesses

tratamentos foram similares as descritas por FANTA et al. (2003), para o C. paleatus
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exposto ao paration metilico, por RODRIGUES e FANTA (1998), para o Brachydario
rerio exposto por oito horas ao dimetoato, por DUTTA et al. (1993) para o
Heteropneustes fosilis exposto por 96 horas ao malation e por PATWARDHAN e
GAIKWAD (1991), em G. affinis, exposto ao sumition. Foi verificado nestes trabalhos
que os inseticidas organofosforados provocaram mudanca na granulagéo
citoplasmatica dos hepatdcitos, reduzindo a eficiéncia do figado, levando o mau
funcionamento de outros 6rgdos do peixe e pode causar a morte do animal. Estas
alteracbes podem indicar a degeneracdo inicial dos processos intracelulares dos
hepatdcitos, pois o figado realiza importantes fun¢des no processo de desintoxicagdo
do animal (DUTTA et al. 1993; HASCHEY e ROUSSEAUX, 1996).

No tratamento com 10,5 mg/L ocorreu hipertrofia dos hepatdcitos que adquiriram
formato arredondado, com citoplasma claro, diminuindo a acidofilia. Nesse tratamento
também ocorreu congestdo nos sinusoides. No tratamento com 12 e 13,5 mg/L de
paration metilico ocorreu desorganizacdo do arranjo cordonal dos hepatocitos em
algumas regides, principalmente proximo as veias centrais. Em outras regiées também
ocorreu congestdo sangiinea. Os hepatocitos apresentaram hipertrofia com
deslocamento do nucleo para a periferia da célula (Figura 2B e 2C).

Para os alevinos expostos ao EAFSN baseado na concentracdo de azadiractina,
foi observado que os figados dos animais expostos aos tratamentos com 0,29, 0,59 e
0,88 mg/L apresentaram caracteristicas histologicas semelhantes ao tratamento
controle. No tratamento com 1,18 mg/L ocorreu desorganizacdo do arranjo cordonal e
vacuolizacdo citoplasmatica dos hepatécitos (Figura 2D) e em algumas regides
observou-se necrose das células epiteliais de revestimento dos canaliculos biliares com
picnose do nucleo das células.

Os jovens de pacu expostos a azadiractina nas concentragfes de 0,29, 0,59 e
0,88 mg/L apresentaram figado semelhante aos animais do tratamento controle, porém
com congestdo sanglinea nas trés concentracfes. No tratamento com 1,18 mg/L
ocorreu desorganizacao do arranjo cordonal dos hepatdcitos (Figura 2E), vacuolizacéo
do citoplasma celular e, em algumas regides, necrose das células epiteliais dos

canaliculos biliares.
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A desorganizacdo do arranjo cordonal também foi observada por DUTTA et al.
(1993) em H. fossilis exposto ao malation e por RIBELLES et al. (1995) em S. auratus
exposto ao detergente dodecil sulfato de sédio. Porém nestes estudos ndo foram
observados focos de necrose no tecido hepético como o relatado por FANTA et al
(2003), em C. paleatus exposto a concentracao subletal de paration metilico na agua e
na dieta. Pontos de necrose também foram observados por RODRIGUES e FANTA
(1998), em B. rerio, em concentracdes subletais de dimetoato, apds 72 horas de
exposicdo. As diferentes lesbes hepaticas descritas nestes estudos podem ser
atribuidas a concentracdo, tempo de exposicdo e dos mecanismos desintoxicacdo dos
animais. Outros fatores que podem influenciar as diferentes respostas histopatologicas
sao; espécie, idade, sexo e estagio de maturidade sexual, periodo sazonal e migracao
(BARNI et al.1985; BERNET et al. 1999).

O EAFSN causou efeitos histopatologicos menores no figado dos alevinos e
jovens de pacu, quando comparado ao paration metilico. Porém, as concentragdes
subletais foram menores, indicando que o EAFSN baseado na concentracdo de
azadiractina foi mais téxico do que o paration metilico, provocando efeitos
histopatoldgicos semelhantes ao inseticida em concentracdes maiores.

De acordo com essas observagdes, 0 pacu pode apresentar maior sensibilidade a
azadiractina, onde pequenas concentracfes poderiam levar a mortalidade dos animais
sem causar alteragBes histopatologicas, possivelmente devido a auséncia de um
mecanismo de metabolizacdo e excrecao descrita por BERNET et al. (1999) para
outros ingredientes ativos.

Segundo JOHNSON et al. (1993), as alteracdes na histologia dos Orgaos
aparecem em tempo médio como resposta ao estresse subletal. Assim, como ainda
nao € conhecido o mecanismo de desintoxicacdo da azadiractina nos peixes, faz-se
necessario testar outros tempos de exposi¢cdo para o pacu, com o objetivo de avaliar a
ocorréncia de alteracdes irreversiveis no figado. Por outro lado, o paration metilico
causou alteragBes mais evidentes no figado dos peixes expostos, tanto nos alevinos
como nos jovens. Estas alteragbes sdo menos severas que as citadas por outros
autores, permitindo classifica-las como reversiveis (MONTENEGRO e FRANCO, 1999),
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exceto a necrose dos canaliculos biliares e a ruptura epitelial das lamelas secundarias

observadas na maior concentracdo de paration metilico.
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Figura 2. Fotomicrografia de figado de pacu. A. Organizacéo cordonal (traco) dos hepatécitos (H) e veia
centrolobular (V) de alevinos no tratamento controle. H/E. 400x. B. Presenca de congestéo
sangiinea (E) nos sinusoides (S) dos alevinos expostos a 2,5 mg de paration metilico/L. H/E.
400x. C. Hipertrofia dos hepatécitos (H) de jovens de pacu expostos a 10,5 mg de paration
metilico/L. H/E. 400x. D. Presenca de congestdo sanguinea (E) e desogarnizacéo do arranjo
cordonal dos hepatdcitos (H) de alevinos expostos a 5,0 e 7,5 mg de paration metilico ou a
1,18 mg de azadiractina/L. H/E. 400x. E. Desogarnizacdo do arranjo cordonal dos
hepatécitos (H) de jovens expostos a 1,18 mg de azadiractina/L. H/E. 400x. F.
Desogarnizacao do arranjo cordonal dos hepatdécitos (H) e picnose nuclear (seta) de jovens

expostos a 12 mg de paration metilico/L. H/E. 400x.
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RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar a eficacia do inseticida paration metilico e do pesticida
natural azadiractina contido no extrato aquoso de folhas secas de nim (EAFSN) no
controle do Anacanthorus penilabiatus (Monogenea) em pacu (Piaractus
mesopotamicus). A eficacia do paration metilico foi avaliada em um experimento com
seis tratamentos (0,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; e 7,0 mg de paration metilico/L de agua) e

cinco tempos de exposicdo (2; 4; 8; 16; e 24h). A eficacia da azadiractina contida no
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EAFSN foi avaliada em um experimento com sete tratamentos (0,0; 0,29; 0,59; 0,88;
1,18; 1,47; e 2,9 mg de azadiractina/L de agua) e cinco tempos de exposicao (24; 48;
72; 96; e 120h). A eficacia do paration metilico foi maior com o aumento da
concentracdo e do tempo de exposi¢cao. No tratamento com 7 mg/L de paration metilico
ocorreu a maior eficacia de controle em todos os tempos de exposicdo. Neste
tratamento, as maiores eficacias ocorreram nos tempos de 16 e 24 horas de exposicao,
com 96,2 e 97,0 % de controle. Para o EAFSN, a maior eficacia de controle (89,2 %) foi
com a concentracao de 2,9 mg/L, apds 120h de exposicao. A eficacia nos tratamentos
com 1,47 mg/L foi de 83,9 % de controle e com 1,18 mg/L, 82,5 % ap6s 120h de
exposicao. O paration metilico apresentou maior eficacia de controle do A. penilabiatus
que o EAFSN. O EAFSN foi moderadamente efetivo no controle do parasito. O tempo
de exposicdo para se obter eficacia do EAFSN foi de 120 horas, o que pode invibializar
a sua utilizacdo em tratamentos terapéuticos. Com o paration metilico tem-se diferentes
possibilidades de tratamento, sendo possivel a sua utilizacdo tanto na profildxia quanto

na terapéutica.

Palavras Chaves: Piaractus mesopotamicus, tratamento, eficacia, parasitos, paration

metilico, nim.

ABSTRACT

The this work determined the efficacy of the insecticide methyl parathion and the natural
pesticide azadirachtin present in the aqueous extract of dry neem leaves (AEDNL) in
the control Anacanthorus penilabiatus (Monogenea) in pacu (Piaractus
mesopotamicus). The efficacy of methyl parathion was evaluated in an experiment
consisting of six treatments (0.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0 and 7.0 mg methyl parathion/L water)
and five exposure times (2, 4, 8, 16 and 24 h). The efficacy of azadirachtin present in

AEDNL was assessed in an experiment consisting of seven treatments (0.0, 0.29, 0.59,
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0.88, 1.18, 1.47 and 2.9 mg azadirachtin/L water) and five exposure times (24, 48, 72,
96 and 120 h). The efficacy of methyl parathion increased with increasing concentration
and exposure time. The highest control efficacy was obtained with a concentration of 7
mg methyl parathion/L at all exposure times. In this treatment, the highest efficacies
were observed at 16 and 24 h of exposure, with a control rate of 96.2 and 97.0%,
respectively. For the AEDNL, the highest control efficacy (89.2%) was obtained with a
concentration of 2.9 mg/L after 120 h of exposure. The efficacy in the treatments
employing 1.47 and 1.18 mg/L was 83.9 and 82.5%, respectively, after 120 h of
exposure. Methyl parathion presented a higher efficacy in the control of A. penilabiatus
than the AEDNL. The AEDNL was moderately effective in the control of the parasite.
The exposure time necessary for AEDNL to become effective was 120 h, a fact that
might impair its use in therapeutic treatments. Methyl parathion offers different

treatment possibilities, including both prophylaxis and therapy.

Key words: Piaractus mesopotamicus, treatment, efficacy, parasites, methyl parathion,

neem.

1. INTRODUCAO

O aumento da produtividade aqtiicola ocorrida nos ultimos anos no pais, devido
ao desenvolvimento de novas tecnologias de producéo, resultou no aparecimento de
muitas enfermidades nos peixes. Estas enfermidades ocorrem devido ao regime de
cultivo intensivo com alta densidade populacional que provoca estresse nos animais,
tratamentos quimicos, transporte, reproducéo artificial e degradacdo da qualidade de
agua (PAVANELLI et al. 1998).

Em criacbes intensivas 0s microrganismos se proliferam rapidamente
(ROBERTS e BULLOCK, 1980). Isto ocorre devido a ma qualidade da agua de cultivo e
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a ndo execucao de medidas preventivas na introdu¢do de novos peixes nos criatérios
ou pelo contato dos animais de cultivo com peixes silvestres parasitados (THATCHER
e BRITES-NETO, 1994; MARTINS, 1998).

Os parasitos monogenéticos estdo entre os patdgenos de maior ocorréncia e
frequéncia na piscicultura brasileira. Sado ectoparasitos do grupo dos platelmintos,
caracterizados pela presenca de aparelho de fixacdo localizado na parte posterior do
corpo. Os adultos possuem forma alongada, ovoidal ou circular e medem de um
milimetro a trés centimetros. O prejuizo causado nos peixes esta relacionado com a
espécie, local da infestacdo, tipo de alimentagcdo dos parasitos e com a carga
parasitaria do peixe (PAVANELLI et al. 1998). Pertencem a um taxon que apresenta
grande diversidade, ndo somente em numero, como também em morfologia e ecologia.
Atualmente sdo conhecidas 462 espécies da familia Dactylogyridae, que inclui a
espécie Anacanthorus penilabiatus (POULIN, 2002).

Segundo KOHN et al. (1985), em levantamento realizado em 21 espécies de
sete familias de peixes, 0os monogenéticos ocorreram em 63,1 % dos animais
avaliados. Em pisciculturas de Piaractus mesopotamicus e Colossoma macropomum,
estes parasitos ocorreram em até 100 % dos animais (EIRAS et al. 1995). MARTINS e
ROMERO (1996) constataram a ocorréncia desses parasitos em até 58,0 % de peixes
provenientes de pisciculturas. Existem varios relatos de ocorréncia de infestagdo de
monogenéticos em peixes: Osteoglossum bicirrosum (KRITSKY e BOEGER, 1983);
Anguilla anguilla (CRUZ-SILVA et al. 1990/91); Cyprinus carpio (MOLNAR, 1994);
Salminus maxillosus (BOEGER et al. 1995a); Piaractus mesopotamicus (BOEGER et
al. 1995b; MARTINS, 1998), Salmo salar (APPLEBY e MO, 1997); e Pimelodus
maculatus (GUTIERREZ e MARTORELLI, 1999).

Geralmente os monogenéticos que atacam as branquias provocam hiperplasia
do epitélio de revestimento, desprendimento do epitélio e ruptura de células pilares
(MARTINS e ROMERO, 1996) e fusédo das lamelas secundarias (THATCHER, 1991).
Na infec¢cdo por monogenéticos ocorre ainda intensa producdo de muco nas branquias
e superficie corporal dos peixes (EIRAS et al. 1995), anorexia, hemorragias cutaneas e
nas branquias, edema nos filamentos branquiais e perda de peso do animal
(MARTINS, 1998).
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Atualmente, muitos agentes quimicos sdo empregados, de forma profilatica ou
terapéutica, na piscicultura para o controle de monogenéticos. Entre os agrotéxicos e
outros produtos quimicos destacam-se o mebendazol/triclorfon (GOVEN e AMEND,
1982), o paration metilico (NOGA, 1996), o bitionol (KIM e CHOI, 1998), o praziquantel
e o levamisol (HIRAZAWA et al. 2000), a formalina e o verde malaquita (PIRONET e
JONES, 2000), o mebendazol (MARTINS et al. 2001), triclorfon (STEPHENS et al.
2003), a formalina e o triclorfon (CECCHINI e COGNETTI-VARRIALE, 2003) e o
praziquantel (HIRAZAWA et al. 2004).

Entre os produtos que podem apresentar grande eficiéncia no controle de
patdogenos e resultar em menor impacto no meio ambiente esta o pesticida natural
azadiractina. Este principio ativo é natural e isolado da planta Azadirachta indica
(Meliaceae) (SCHAAF et al. 2000). O nim apresenta efeitos antiinflamatérios, anti-
reumaticos, antiartritico, anti-pirético e anti-microbial (DEY, 1980).

O pacu (P. mesopotamicus) € uma espécie muito cultivada por apresentar carne
saborosa, facil obtencédo de alevinos no mercado e ampla adaptacdo aos sistemas de
cultivo. Entretanto, € uma espécie muita atacada pelas parasitoses, principalmente as
ectoparasitoses, que sao sendo controladas com o uso freqliente de substancias
quimicas aplicadas diretamente nas aguas. Assim, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar
a eficacia do inseticida paration metilico e do extrato aquoso de folhas secas de nim
(EAFSN) baseado na concentracdo de azadiractina, no controle de parasitos

monogenéticos Anacanthorus penilabiatus (Monogeneam, Dactylogyridae) em pacu.

2. MATERIAL E METODOS

Neste trabalho foram utilizados peixes provenientes do Laboratorio de Nutricdo
de Organismos Aquaticos do Centro de Aquicultura da UNESP, Céampus de
Jaboticabal. Os experimentos foram conduzidos na Faculdade de Ciéncias Agrarias e

Veterinarias, UNESP, Campus de Jaboticabal.

2.1. Contagem inicial do numero de monogenéticos, determinagcdo da eficacia e

condi¢cbes ambientais
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A contagem inicial do nimero de monogenéticos foi realizada para se estimar a
carga parasitaria inicial presente nos peixes. Para tanto, foram amostrados 20 animais
do total de animais que foram utilizados nos experimentos. Estes animais foram mortos
por excesso de anestésico (benzocaina a 0,1 g/L). As branquias foram coletadas e
fixadas em formaldeido (1:4000; v/v) por 1 hora, para o distendimento do parasito.
Apos este procedimento, as branquias foram refixadas em formaldeido a 10 %, por 24
horas. A contagem do numero de parasitos presentes nas branquias amostradas antes
e depois do experimento foi realizada em estéreo microscopio de campo claro
(Coleman®).

A determinacdo da eficacia de controle dos monogenéticos presentes nas
branquias foi calculada de acordo com formula do Guidelines for the Testing of
Veterinary Medicinal Products (1994) e ONAKA (2001):

Ef = (MCont — Mtrat/Mcont) x 100
Onde:

Ef = eficacia do controle (%);

MTrat = média do nimero de parasitos nos grupos tratados;

Mcont = média do niUmero de parasito no tratamento controle.

O nivel de aceitabilidade de eficacia dos produtos testados foi de 90 £ 10 % de
controle, de acordo com as normas da ANVISA (2004) para produtos desinfetantes e a
classificacdo do MERCOSUL (2004).

As varidveis ambientais de temperatura, pH, amoénia total, oxigénio dissolvido,
turbidez e condutividade elétrica da agua foram avaliadas em cada unidade
experimental em cada tempo de coleta.

2.2. Eficacia do inseticida paration metilico no controle de Anacanthorus
penilabiatus

A determinacéo da eficicia no controle dos monogenéticos com paration metilico
foi realizado em experimento com delineamento inteiramente casualizado em parcelas
subdivididas (6x5), sendo seis concentra¢des (0,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; e 7,0 mg de
paration metilico/litro de agua) e cinco tempos de exposicao (2; 4; 8; 16; e 24 horas),

com trés repeticbes. Foram utilizados 10 animais por repeticdo pesando 100 + 10 g, na
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densidade de 16,6 g/L de agua. As parcelas experimentais foram caixas plasticas com

capacidade de 60 L, com aeracao constante da agua durante o periodo experimental.

2.3. Eficicia do EAFSN baseado na concentracdo de azadiractina no controle de
Anacanthorus penilabiatus

A determinagdo da eficacia no controle dos monogenéticos com o EAFSN foi
realizada em experimento com o delineamento inteiramente casualizado em parcelas
subdividas (7x5), com sete concentragbes (0,0; 25; 50; 75; 100; 125; e 150 mL de
extrato aquoso de nim/L de agua, equivalente a 0,0; 0,29; 0,59; 0,88; 1,18; 1,47; e 2,9
mg de azadiractina/L de agua e cinco tempos de exposicdo (24; 48; 72; 96; e 120
horas), com trés repeti¢cdes. Foram utilizados 10 animais por repeticdo pesando 115,5 +
15 g, na densidade de 19,1 g/L. As parcelas experimentais foram caixas plasticas com

capacidade de 60 L, com aeracao constante da agua durante o periodo experimental.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O namero médio de parasitos monogenéticos na contagem inicial foi de 320 + 23
parasitos/peixes. Numero similar de parasitos também foi utilizado por HIRAZAWA et
al. (2000) para avaliacdo de eficacia de anti-helmintico. O nimero de parasitos obtidos
na contagem inicial pode ser considerado como uma infestacdo parasitaria muito
elevada (MARTINS, 1998).

Durante o experimento de eficacia do paration metilico para o controle dos
parasitos monogenéticos a temperatura da agua permaneceu entre 25,5 e 26,5 °C. O
aumento da concentragdo do paration metilico provocou aumento na condutividade
elétrica da agua e diminuicdo no oxigénio dissolvido e no pH da agua (Figura. 1).
SOLENG et al. (1999) verificaram que a diminui¢cdo do pH da agua em associagdo com
solucéo aquosa de aluminio reduziu a infestacdo de Gyrodactylus salaris no salméo do
atlantico, indicando que esta espécie de parasito monogenético € sensivel presenca do
fon H" na agua.

A turbidez da agua aumentou apos 16 e 24 horas de exposi¢cdo em todos 0s

tratamentos com paration metilico (Figura. 1). A concentracdo de amdnia total (NHs")
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aumentou nos tratamentos com 4, 5, 6 e 7 mg paration metilico/L, com valores variando
de 263 a 415 pg/L. Nos tratamentos controle e com 3 mg/L foram observados as
menores concentragbes de amodnia total na 4gua, com médias de 189 e de 216 ug/L,

respectivamente (Figura. 2).

Zh‘ Ah‘ 8h‘16h‘24h 2h ‘Ah ‘Sh ‘lﬁh‘ZAh 2h ‘Ah ‘Sh ‘lﬁh‘24h 2h ‘4h ‘Bh ‘16h‘24h

Zh‘ Ah‘ 8h ‘ 16h‘24h

Zh‘ 4h | 8h 16h‘24h

Controle 3mg/L 4mg/L 5mg/L 6mg/L 7mg/L

Figura 1. Caracteristicas de qualidade de agua durante a determinagdo da
eficacia do paration metilico no controle de A. penilabiatus.
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Figura 2. Variacdo da amonia total durante a determinacéo da eficacia do paration
metilico no controle de A. penilabiatus.

Na Tabela 1 estdo apresentados os resultados dos efeitos dos fatores
concentracdo e tempo de exposicdo ao paration metilico. Verifica-se que ocorreu
interacdo significativa entre estes dois fatores. A eficacia do paration metilico foi maior
com o aumento da concentracéo e do tempo de exposicao.

A maior eficacia de controle em todos os tempos de exposicdo foi na
concentracdo com 7 mg de paration metilico/L, que nao diferiu significativamente entre
os tempos de exposicdo. Neste tratamento, as maiores eficacias ocorreram nos tempos
16 e 24 horas de exposicédo, com 96,2 e 97,0 % de controle, respectivamente (Figura
3). A partir de 4 horas de exposicdo, o tratamento com 6 mg/L também apresentou
eficacia de controle (88,6 %) dos parasitas monogenéticos. Neste tratamento néo
ocorreu diferencgas significativas entre os tempos de exposicao de 4, 8, 16 e 24 horas,
com o numero médio de parasitos variando de 37,2, em 4h de exposi¢cao para 12,7 em
24h (Tabela. 1). A eficacia nesta concentragéo variou de 91,7 a 96,0 % (Figura. 3).

Nos tratamentos com 4 e 5 mg/L verificou-se as maiores eficacias (94,0 e 96,2
%) nos tempos de 16 e 24 horas de exposicdo. Nao ocorreu diferengca nestes tempos

de exposicdo em relacdo aos tratamentos com 6 e 7 mg/L. O tratamento com 3 mg/L
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de paration metilico foi o mais eficaz (88,7 %) no controle de A. penilabiatus apenas
apos 24 horas de exposicéo (Figura. 3).

Um produto técnico anti-helmintico, em teste para a sua comercializacdo, deve
apresentar eficacia acima de 80 % (MERCOSUL, 2004). O paration metilico apresentou
excelente eficacia acima de 90 % no controle de A. penilabiatus, nas concentracfes de
6,0 e 7,0 mg/L nos tempos de exposicdo de 8, 16 e 24h e de 94 a 96 % na
concentragcdo 5,0 mg/L nos tempos de 16 e 24h. Portanto, estes tratamentos podem
ser classificados como eficientes no controle do A. penilabiatus em pacu, de acordo
com os critérios de aceitabilidade de controle estabelecidos na norma de teste de
efichcia do MERCOSUL (2004).

As concentracdes de 6,0 e 7,0 mg/L também atendem ao critério de
aceitabilidade de eficacia para produtos desinfetantes para o controle de organismos
alvos estabelecidos pela ANVISA (2004), que € de 90 £ 10 % de controle, como foi

constatado para o paration metilico.

Tabela 1. Niomero médio, desvio padrdo e valores de F para numero de A. penilabiatus em P.
mesopotamicus, apés o tratamento com paration metilico.

Concentracgdo de paration metilico (mg/L)

Tempo 0,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 F
I e
o e e smemo s S S5 e
8h 31912@ 7%51]I?b 511,_56I’32bc 51,i51f\)bc 21,g'gc 3(;,01{‘\0 301,03*
O
F 0,68™ 25,45** 20,00** 15,71** 12,91 3,13* 4,27**

Médias seguidas por letras mailsculas iguais comparadas nas colunas e letras minlsculas iguais
comparadas nas linhas ndo diferenciam entre si pelo teste de Tukey. ** significativo em nivel de 1 % de
probabilidade; * significativo em nivel de 5 % de probabilidade e ™ n&o significativo.
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Figura 3. Eficacia dos tratamentos com paration metilico no controle do A.
penilabiatus em pacu. (— 90 + 10 %) nivel de aceitabilidade de eficacia
estabelecido pela ANVISA (2004).

Na Figura 4 verifica-se que o aumento das concentracdes e dos tempos de
exposicao a azadiractina contida no EAFSN provocou diminuicbes no pH da agua, que
variou de 7,37 no tratamento controle para 6,70 no tratamento com 2,9 mg/L de
azadirachtin, apos 120 h. A concentracdo de oxigénio dissolvido também diminuiu com
0 aumento da concentracdo e do tempo de exposi¢ao. Por outro lado, os valores de
condutividade elétrica e de turbidez da agua aumentaram com 0s aumentos das
concentracdes e dos tempos de exposicao (Figura. 4). A concentragcdo da amonia total
(NHs") na &gua também aumentou em todas as concentracdes de azadiractina,
variando de 239 pg/L no tratamento com 0,29 mg/L, para 650 pg/L no tratamento com
2,9 mg/L, apos 120 horas de experimento (Figura. 5). Porém, estes valores fisico-
guimicos das aguas experimentais ainda estao dentro dos valores preconizados para a

criacao desta espécie em cativeiro.
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