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RESUMO

A utilizagdo de agrotdéxicos pode causar contaminagdo dos ecossistemas
aquaticos e intoxicar organismos nao alvos. Objetivou-se avaliar a toxicidade
aguda dos inseticidas imidacloprid e carbofuran para organismos aquaticos
pertencentes a diferentes niveis tréficos, avaliar variaveis de qualidade de agua
durante os ensaios, classificar os inseticidas quanto ao risco de intoxicacao
ambiental para cada organismo e avaliar alteragdes hematologicas e histologicas
causadas por concentracdes subletais dos inseticidas em Oreochromis niloticus.
Ensaios de toxicidade aguda foram realizados com Daphnia magna, Lemna
minor, Pomacea canaliculata e tilapia de acordo com as normas da ABNT e
OECD. Ensaios de toxicidade cronica foram realizados com tilapia de acordo com
a ABNT. Apds a exposicado dos peixes as concentragdes subletais dos inseticidas
por sete dias, foram coletadas amostras de sangue para analise hematologica e
de orgdos (branquia, figado, rim e gbnada) para avaliagdo histolégica. O
imidacloprid é ligeiramente téxico para D. magna e praticamente ndo toxico para
L. minor, P. canaliculata e O. niloticus. O risco de intoxicacdo ambiental do
imidacloprid € baixo para os organismos avaliados. O carbofuran é extremamente
téxico para D. magna, altamente téxico para O. niloticus e praticamente nao téxico
para L. minor e P. canaliculata. Os riscos de intoxicagdo ambiental para L. minor e
P. canaliculata devido a contaminagdo da agua com carbofuran classificam-se
como baixo. Para D. magna e O. niloticus o risco varia de alto a médio. A
exposicao subletal crénica de tilapias aos inseticidas altera os parametros
hematoldgicos e causa alteragdes histologicas em branquia, figado, rim e gbnada.
A presenca de imidacloprid e carbofuran em ambientes aquaticos pode
comprometer a sobrevivéncia de organismos n&o alvos e prejudicar o
funcionamento dos 6érgéos dos peixes expostos. A diluicdo de imidacloprid e

carbofuran aumenta a condutividade elétrica da agua.

Palavras-chave: agrotdxicos, Daphnia magna, tilapia, risco ambiental, histologia
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ABSTRACT

The use of pesticides can cause contamination of aquatic ecosystems and
intoxicate non-target organisms. The objective was to assess the acute toxicity of
imidacloprid and carbofuran insecticide to aquatic organisms belonging to different
trophic levels, assess quality variables of water during rehearsals, classify
insecticides on the risk of environmental poisoning for each organism, evaluate
hematological and histolological changes caused by sublethal concentrations of
pesticides in Oreochromis niloticus. Acute toxicity tests were performed with
Daphnia magna, Lemna minor, Pomacea canaliculata and tilapia according to
ABNT and OECD. Chronic toxicity tests were conducted with tilapia according to
ABNT. After exposing of fishes to sublethal concentrations of pesticides for seven
days, blood samples were collected for hematological analysis and organs (gill,
liver, kidney and gonad) for histological evaluation. Imidacloprid is slightly toxic to
D. magna and practically non-toxic to L. minor, P. canaliculata and O. niloticus.
The risk of environmental poisoning of imidacloprid is down to the assessed
organisms. Carbofuran is highly toxic to D. magna, highly toxic to O. niloticus and
practically non-toxic to L. minor and P. canaliculata. The risks of environmental
poisoning for L. minor and P. canaliculata due to contamination of water with
carbofuran are classified as low. To D. magna and O. niloticus the risk varies from
high to medium. The chronic sublethal exposure to insecticides tilapia change
hematological parameters and causes histological changes in gill, liver, kidney and
gonad. The presence of imidacloprid and carbofuran in aquatic environments may
compromise the survival of non-target organisms and impair the operation of fish
organs exposed. The dilution of imidacloprid and carbofuran increases the
electrical conductivity of water.

Keywords: pesticides, Daphnia magna, tilapia, environmental risk, histology
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1 Introducgao geral

A produgéo agricola baseia-se na utilizagao intensiva de produtos quimicos
com a finalidade de se obter maiores valores de produtividade através do controle
de pragas que afetam as culturas. O uso destes produtos quimicos denominados
de agrotdxicos € visto como parte fundamental no sucesso da cadeia produtiva

agricola.

Apesar do expressivo crescimento da area cultivada com sementes
transgénicas; tecnologia que poderia substituir e reduzir o uso do controle quimico
constata-se que as vendas dos agrotoxicos no pais aumentaram mais de 72%
entre 2006 e 2012 (SINDAG, 2012). No ano de 2013, foram consumidas
495.764,55 toneladas de agrotdoxicos no Brasil. Os herbicidas representaram a
classe de uso mais consumida no pais (61,23%), seguida por inseticidas
(11,50%), fungicidas (10,90%), acaricidas (6,40%) e outros (9,97%) (IBAMA,
2014).

O Estado de Sao Paulo foi considerado o segundo maior consumidor
brasileiro de agrotéxicos em 2013, sendo superado apenas pelo Estado do Mato
Grosso (IBAMA, 2014). Dentre os grupos de inseticidas mais utilizados no Estado
de Sao Paulo, destacam-se o imidacloprid e carbofuran amplamente utilizados na
cultura de cana-de-agucar para o controle de pragas do solo em diversas etapas
do manejo da cultura. Estes inseticidas sao utilizados principalmente nas areas de
solo arenoso, onde ocorre a maior incidéncia de pragas do solo como:
Sphenophorus levis, Cupins (12 spp), Migdolus spp., nematdides, Elaterideos

(larva-arame), Naupactus spp. e Crisomelideos.

O imidacloprid € um inseticida do grupo quimico dos neonicotindides,
introduzido no mercado em 1991, pelas empresas Bayer AG e Nihos Tokushu
Noyaku Seizo KK. Desde entdo, o imidacloprid é cada vez mais utilizado em todo
mundo, principalmente para controle de insetos sugadores de culturas (pulgdes,
cigarrinhas, tripes, mosca branca e cupins) (TOMLIN, 1997; TOMIZAWA e
CASIDA, 2005). Esse inseticida sistémico também pode ser utilizado para o
tratamento de sementes e para aplicagao diretamente no solo e via foliar, cujo

mecanismo de acgao toxica € agonista do receptor de acetilcolina em insetos
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(MATSUDA et al.,, 2001). Em 2013, o imidacloprid destacou-se entre os 10

ingredientes ativos mais vendidos no Brasil (IBAMA, 2014).

O carbofuran é um inseticida, acaricida e nematicida de largo espectro de
acgao; foi introduzido no mercado pela primeira vez em 1967. Desde entdo, o uso
do carbofuran cresceu rapidamente e € conhecido como um inibidor de
colinesterase (SATAR et al., 2005). O Estado de Sdo Paulo foi considerado o
maior consumidor de carbofuran (61%) do pais no ano de 2013 (IBAMA, 2014).
Por se um inseticida muito téxico para peixes (Bretaud et al., 2000, Campos-
Garcia et al., 2015), teve seu registro para uso agricola cancelado nos Estados
Unidos e Europa (USEPA, 2006).

O uso frequente, e muitas vezes incorreto, destes inseticidas ocasiona a
contaminagao dos solos, da atmosfera, das aguas superficiais e subterraneas, e
dos alimentos (SPADOTTO, 2006). A contaminacdo das aguas superficiais e
subterraneas ocorre principalmente pela movimentagdo das aguas da chuva e de
irrigacdo. Os agrotoxicos dissolvidos nas aguas podem ser lixiviados com as
aguas de drenagem que escoam das plantagdes e dos solos e atingem a rede
hidrografica (CEREJEIRA et al., 2003).

Com a expansao da aquicultura brasileira, a rede hidrografica de muitas
regides € utilizada para o cultivo de peixes. Nesse cenario, a tilapia destaca-se
como a espécie mais cultivada respondendo por 43,1% da produgdo de peixes no
Brasil, seguida pelo tambaqui (22,6%) e pelo grupo tambacu e tambatinga
(15,4%) (IBGE, 2013). As aguas contaminadas podem resultar em exposicéo e
intoxicacao dos peixes de cultivo, organismos da fauna e flora aquaticas, dos

animais domésticos e da populagdo (CEREJEIRA et al., 2003).

As intoxicagbes dos organismos aquaticos com os inseticidas podem ser
agudas ou crbnicas. As intoxicagdes cronicas, muitas vezes, sao dificeis de serem
relacionadas a exposigdo em baixas concentragdes (COOPER et al., 1999).
Alguns dos efeitos indesejaveis provocados pela introdugdo de agrotéxicos no
ambiente sao: alteracdo da dindmica bioquimica natural, mudancas no
funcionamento do ecossistema e morte de individuos (SPADOTO, 2006). Para
constatar tais alteragdes nos organismos cronicamente expostos destacam-se os

biomarcadores como parametros de avaliagdo da exposicdo aos compostos
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toxicos, por meio de alteragbes histoldgicas, fisioldgicas, bioquimicas e

hematoldgicas.

Os biomarcadores podem ser identificados em niveis bioquimico, celular,
individual, populacional, de comunidade ou de ecossistema. Porém, nos niveis
organizacionais mais basicos de respostas bioquimicas e moleculares, que os
efeitos iniciais dos compostos téxicos sdo observados. Nestas situacdes, as
alteragbes provocadas por poluentes podem ser reversiveis e orientar o uso de
medidas preventivas que evitem o comprometimento mais severo do ambiente.
Entretanto, os marcadores bioquimicos, fisioldégicos e histoldégicos sdo adequados
quando forem suficientes para evidenciar diferentes respostas a presenca de

concentragdes de estressores distintos (HUGGETT et al.,1992).

Assim, devido a frequéncia e intensidade do uso dos inseticidas
imidacloprid e carbofuran, principalmente em cana-de-acucar, sdo necessarios
estudos sobre concentracdes letais, risco de intoxicagdo ambiental, efeitos
subagudos e alteragdes de biomarcadores provocados por esses inseticidas em
organismos economicamente importantes para aquicultura como a tilapia
(Oreochromis niloticus) e em organismos nao alvos pertencentes a diferentes

niveis tréficos aquaticos.

2 Objetivos

1- Avaliar a toxicidade aguda do imidacloprid e do carbofuran para organismos
aquaticos néo alvos pertencentes a diferentes niveis troficos (Lemna minor,
Daphnia magna, Pomacea canaliculata e Oreochromis niloticus) e avaliar as

variaveis de qualidade de agua durante os ensaios.

2- Classificar os inseticidas imidacloprid e carbofuran pelo risco de intoxicagcao
ambiental para cada organismo nao alvo com base na toxicidade aguda e na

concentracdo ambiental estimada em diferentes cenarios ambientais.

3- Avaliar as alteragbes causadas por concentracdes subletais dos inseticidas
imidacloprid e carbofuran nos parametros hematologicos de O. niloticus.
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4- Verificar as alteragdes histologicas causadas por concentragdes subletais dos
inseticidas imidacloprid e carbofuran em bréanquias, figado, rim e gbnadas de

O. niloticus.

3 Revisao Bibliografica

3.1 Dinamica e destino ambiental dos agrotéxicos

Em aplicagbes de agrotdxicos pelas vias solida, liquida ou gasosa varios
processos fisicos, quimicos, fisico-quimicos e bioldgicos podem influenciar o
comportamento do ingrediente ativo no ambiente. Os processos dominantes de
dissipacdo em condigbes especificas de uso dos agrotdxicos podem ser de
retencao (adsorgao, absorgao e sorgao), de transformacao (degradacéao bidtica e
abidtica), de transporte (deriva, volatilizagao, lixiviagdo e carreamento superficial),
e por interagao desses processos (SPADOTTO, 2006).

O solo é o destino final dos produtos quimicos usados na agricultura, sejam
eles aplicados diretamente neste ou sob a parte aérea das plantas. Ao entrarem
em contato com o solo, os agrotoxicos estao sujeitos a sor¢géo ou retengéo da sua
molécula no solo. Em alguns casos menos de 0,1% dos agrotéxicos alcangam o
alvo, enquanto que o restante (99,9%) tem potencial para se mover para outros

compartimentos ambientais, como os mananciais hidricos (SABIK et al., 2000).

A capacidade de sor¢do de um agrotéxico ao solo € influenciada por
diferentes propriedades da molécula como a solubilidade em agua, a constante de
ionizacdo acido-base, a pressdao de vapor e o coeficiente de particao octanol-
agua, além das propriedades fisicas e quimicas do solo. As constantes de
ionizacdo acido-base assumem papel importante no comportamento dos
herbicidas sendo que a grande maioria dos fungicidas, inseticidas e acaricidas
nao é ionizavel (REGITANO, 2002).

No processo de absorcdo, os agrotoxicos penetram em um ou mais
organismos através de sua membrana celular e assim sofre alteragbes enquanto
que na adsorg¢ao o composto fica aderido a superficie das particulas e pode sofrer
influéncias da solugao do solo (SPADOTTO et al., 2010).
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A volatilizagdo dos agrotoxicos também €& uma importante rota de
distribuicdo desses produtos no ambiente, pois possibilita o carreamento dos
compostos para a atmosfera e, posteriormente, sua deposicdo nas aguas
superficiais através da precipitacdo (SILVA FILHO, 2009).

O processo de volatilizagdo pode ocorrer durante e apdés a aplicagéo, a
partir da superficie das plantas, na superficie e na matriz do solo, assim como na
superficie e na coluna d’agua. Além disso, as estimativas de residuos tém de
considerar também os processos de transporte na atmosfera e a deposicdo no
solo, na vegetagao e em corpos d’agua (SPADOTTO et al., 2010). As perdas de
herbicidas por volatilizagdo podem variar de menos de 2% até 90% (CARTER
2000).

Os agrotoéxicos que sao lixiviados sdo considerados potenciais poluidores
das aguas subterrdneas. A extensdo da contaminagcdo desses ambientes
aquaticos depende das propriedades dos agrotoxicos, das caracteristicas do solo,
da velocidade de drenagem e da profundidade do lencol freaticos. O uso do solo,
as condi¢cdes hidrogeologicas do local e o grupo geologico do solo sdo outros
fatores que também podem afetar a concentragcdo dos agrotéxicos nas aguas
subterraneas (MULLER et al., 1995).

O carreamento superficial corresponde ao movimento do agrotoxico pela
agua de enxurrada na superficie do solo, podendo chegar a superficie dos rios,

lagos, cérregos, acudes e terrenos com declividade baixa (SILVA FILHO, 2009).

O carreamento superficial € uma importante rota de deslocamento dos
agrotéxicos, pois em momentos iniciais apos a aplicacdo o composto pode ser
carreado para fora da area em solugcdo na agua de escoamento ou, ainda pode
ser adsorvido fortemente as argilas e a matéria organica sendo transportado pelo
arraste das particulas do solo (SPADOTTO et al. 2010)

Outro problema muito comum em relagdo a dindmica e destino de
agrotéxicos no ambiente € o processo de deriva, no qual o composto é
transportado através do vento durante sua aplicacdo nas culturas ou no solo. A
auséncia de vento também pode ser prejudicial, pois as gotas muito finas podem

ficar suspensas no ar devido a estabilidade atmosférica, dispersando-se por
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varios quildmetros do local de aplicacédo, sendo, muitas vezes, somente removida
da atmosfera pela agédo da chuva (SPADOTTO, 2006).

No ambiente, a transformacédo de agrotoxicos assim como de qualquer
outro composto toxico pode ocorrer através da degradacao abiotica e bidtica. A
degradagao abidtica ocorre através de transformag¢des quimicas como fotdlise,
oxidagao/reducéo, hidrélise e reag¢des de troca idnica enquanto que a degradagéo
bidtica ou biodegradagdo envolve a acdo de microrganismos presentes no
ambiente, os quais utilizam tais substancias diretamente como substrato, a fim de
obter energia necessaria ao seu crescimento e metabolismo (ZAGATTO e
BERTOLETTI, 2008).

A biodegradagao de determinado composto téxico depende da sua
disponibilidade no ambiente para os organismos que promoverédo a degradagao.
Muitos dos produtos mais persistentes no ambiente apresentam baixa
degradagao devida sua hidrofobicidade (MATA-SANDOVAL et al., 2002).

3.2 Inseticidas neonicotindides

Os inseticidas neonicotindides constituem uma classe de compostos
sintetizados a partir da nicotina natural. Essa classe de inseticidas apresenta
excelente acado sistémica para protecdo das culturas contra insetos-pragas
sugadores como afideos, moscas e tripes (TOMIZAWA e CASIDA, 2003). Insetos
subterraneos como cupins, e alguns mastigadores, além de insetos domiciliares,
podem ser controlados em seu estagio larval por neonicotinéides (BACEY, 2014).
Esses inseticidas também sao altamente eficazes para o controle de pulgas em
animais domésticos (TOMIZAWA e CASSIDA, 2005).

O amplo espectro de agao sobre insetos-pragas, a baixa taxa de aplicagao
no campo, a excelente translocagéo na planta e, principalmente, uma seguranca
ambiental favoravel, em funcdo de doses de aplicagao relativamente baixas sao
caracteristicas que explicam o sucesso dos inseticidas neonicotindides. Além de
serem produtos com grande flexibilidade em relacdo ao método de aplicagéo e
bom efeito residual sobre as culturas. A eficiéncia de controle com os inseticidas

neonicotindides € superior ou equivalente a dos inseticidas organofosforados
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registrados (SALLES, 2000; MAIENFISCH et al., 2001a; MAIENFISCH et al.,
2001b).

O grupo dos inseticidas neonicotindides mimetiza o efeito do
neurotransmissor excitatorio (acetilcolina) e competem com ele pelos receptores
nicotinergéticos na membrana pos-sinaptica do inseto. Diferente da ligagdo da
acetilcolina com o seu receptor, a ligagdo com os neonicotindides é persistente e
resiste a agdo da enzima acetilcolinesterase (Ache). Assim, a acetilcolinesterase
degrada moléculas de acetilcolina, mas nao consegue degradar as moléculas de
neonicotindides. A ativacdo dos receptores de acetilcolina por meio dos
neonicotindides é prolongada e provoca hiperexcitabilidade do sistema nervoso
central devido a transmissdo continua de impulsos nervosos. Os sinais
resultantes da intoxicagao incluem tremores, convulsées e morte (TOMIZAWA e
CASIDA, 2003; MARCON, 2013; MARSHALL e BEGG, 2013).

As moléculas imidacloprid, nitenpyram, acetamiprid, tricloprid e
thiamethoxam pertencem ao grupo quimico dos neonicotindides (também
chamados de cloronicotinas, nitroguanidinas, clorotiazois e nitroiminas). Entre os
neonicotindides, o imidacloprid introduzido no mercado em 1991 € um inseticida
cada vez mais utilizado mundialmente para o controle de insetos sugares de
culturas, tratamento de sementes de plantas cultivadas e aplicado diretamente no
solo e via foliar (TOMLIN, 1997; MATSUDA et al., 2001; TOMIZAWA e CASIDA,
2005).

O imidacloprid € registrado para o controle de insetos pragas em culturas
como alface, algodao, alho, almeirdo, banana, batata, berinjela, cebola, cana-de-
agucar, citros, couve, eucalipto, feijao, goiaba, mamao, milho, amendoim, café,
arroz além de ser indicado para controle de cupins (ANVISA, 2015). Na Tabela 1
sdo apresentadas caracteristicas gerais e propriedades fisico-quimicas do

inseticida imidacloprid.
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Tabela 1. Caracteristicas gerais e propriedades fisico-quimicas do inseticida

neonicotinéide imidacloprid.

Caracteristicas gerais

N imico (IUPAC) 1-(6-chloro-pyridin-3-ylmethyl)-N-
ome quimico
) nitroimidazolidin-2-ylideneamine

CAS n°® 138261-41-3

Propriedades fisico-quimicas

Férmula empirica CgH10CIN50;
Massa molecular 255,66 g mol™
Solubilidade em agua a 20°C 610 mg L™
Ponto de fusao 144°C
Pressio de vapor a 25°C 4,0x 107 mPa

Fonte: Pesticide Properties Data Base (2013).

3.3 Inseticidas carbamatos

Os carbamatos sao ésteres derivados do acido carbamico. Esse grupo de
inseticidas foi introduzido no mercado na década de 1950 para uso agricola e
residencial. A descoberta dos carbamatos com estrutura simples e facilidade de
sintetizagcdo de diversos analogos, fez com que uma enorme quantidade de
moléculas fosse colocada no mercado (CASIDA e QUISTAD, 1998; FERREIRA,
1999).

Os carbamatos estdo entre as classes de inseticidas mais utilizadas na
agricultura e sdo reconhecidos por inibir a enzima acetilcolinesterase (Ache), a
qual desempenha uma fungao importante nas sinapses colinérgicas, hidrolisando
0 neurotransmissor acetilcolina em colina e acido acético (KAVITHA e RAO,
2007). O mecanismo de inibigao da acetilcolinesterase por carbamatos ocorre por
meio da formagcdo de um complexo enzima-inibidor (reversivel) e posterior
carbamilagdo (MAXWELL et al., 2008).

As moléculas aldicarb, carbofuran, carbosulfan, carbaril e propoxur
pertencem ao grupo dos carbamatos. Dentre os carbamatos, o carbofuran

introduzido no mercado pela primeira vez em 1967 destaca-se como um
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inseticida, cupinicida, acaricida e nematicida de largo espectro de agao (SATAR et
al., 2005; ANVISA, 2015).

O carbofuran é registrado para aplicagao no solo nas culturas de algodao,
amendoim, arroz, banana, batata, café, cana-de-agucar, cenoura, feijao, milho,
repolho, tomate e trigo. Além de ser indicado para aplicagdo em sementes de
algodao, arroz, feijdo, milho e trigo (ANVISA, 2015). Na Tabela 2 sé&o
apresentadas caracteristicas gerais e propriedades fisico-quimicas do inseticida

carbofuran.

Tabela 2. Caracteristicas gerais e propriedades fisico-quimicas do inseticida

carbamato carbofuran.

Caracteristicas gerais

2,3-dihydro-2,2-dimethylbenzofuran-7-
yl methylcarbamate
CAS n° 1563-66-2

Nome quimico (IUPAC)

Propriedades fisico-quimicas

Férmula empirica C12H15NO3
Massa molecular 221,26 g mol™
Solubilidade em agua a 20°C 322 mg L™
Ponto de fusdo 153,1°C
Pressao de vapor a 25°C 0,08 mPa

Fonte: Pesticide Properties Data Base (2013).

3.4 Avaliagao de risco de intoxicagao ambiental

A avaliagao de risco € um processo cujo objetivo é calcular ou estimar o
risco que possa existir para um determinado sistema alvo em decorréncia de sua
exposicao a uma substancia particular. Nessa avaliagdo devem ser consideradas
as caracteristicas inerentes da substancia em questdo e do alvo especifico
(GUILHERME, 2005).

Para a avaliacdo de risco ambiental s&o necessarios dados
ecotoxicoldgicos e concentragbes ambientais estimadas (CAE) da substancia a

ser analisada. As relagdes quantitativas entre esses dados sio utilizadas para
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classificar os riscos ambientais das substancias toxicas especificas (URBAN e
COOK, 1986; KOKTA e ROTHERT, 1992; SOLOMON, 1996; USEPA, 1996).

Segundo a regulamentacdo de European Communities (2003), na diretiva
1488/94, para avaliacado de risco de substancias quimicas, o adequado é que se
realizem ensaios de toxicidade aguda com organismos inseridos em pelo menos
trés niveis tréficos diferentes. Nestes ensaios, o composto téxico ndo deve
apresentar risco de intoxicagdo ambiental para os organismos dos trés niveis

troficos.

3.5 Organismos aquaticos utilizados nos ensaios de toxicidade

Os organismos aquaticos sdo geralmente escolhidos para realizacdo de
estudos ecotoxicolégicos com substancias toxicas devido a alta capacidade que
eles apresentam de assimilar contaminantes no ambiente em que vivem e a alta
sensibilidade fisiolégica decorrente da exposigdo a concentragdes subletais de
contaminantes (VALAVANIDIS et al., 2006).

3.5.1 Daphnia magna

Daphnia magna € um microcrustaceo plancténico de agua doce que
pertence a Ordem Cladocera. Os organismos adultos dessa espécie medem de 5
a 6 mm de comprimento e podem ser encontrados em lagos, represas, rios e
planicies inundadas (KNIE e LOPES, 2004).

Esses microscrustaceos possuem 6rgaos sensitivos na cabecga, um grande
olho composto, pequenos ocelos, dois pares de apéndices sensoriais: a primeira
antena ou anténula, com pelos sensitivos, e a segunda antena se caracteriza
como o principal 6rgao de locomogao (TAVARES e ROCHA, 2002).

Nas cadeias alimentares, as daphnias participam como consumidores
primarios e se alimentam por filtracdo de material particulado, principalmente
fitoplancton e detritos. Esses microcustaceos possuem uma carapaca constituida
de quitina que protege o animal e é trocada diariamente (FONSECA, 1998). As

daphnias apresentam um papel importante na comunidade zooplanctdnica, pois
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compdem um elo entre os niveis troficos inferiores e superiores da cadeia
alimentar de um ecossistema (AZEVEDO e CHASIN, 2003).

A reproducdo desses microcrustaceos aquaticos é partenogenética. Os
ovos sao depositados em uma camara, onde se desenvolvem. Os organismos
recém-nascidos sdo denominados de neonatos e sdo morfologicamente similares
aos adultos, porém menores (TAVARES e ROCHA, 2002).

Em condigbes favoraveis as daphnias originam, por partenogénese, uma
populacdo constituida apenas por fémeas geneticamente idénticas a mae. Em
condicbes desfavoraveis, como superpopulacao, falta de alimento ou mudancas
de temperatura, a reprodugao é sexuada e origina machos chamados de efipios.
Os efipios sdo ovos envolvidos por uma casca escura e altamente resistente,
desenvolvida para suportar condigcbes desfavoraveis, como ressecamento,
congelamento e até a passagem pelo intestino dos peixes e de outros animais
(RUPPERT e BARNES, 1996).

A D. magna é um organismo padronizado internacionalmente e indicado
pela ABNT NBR 12713:2009 (ABNT, 2009) para avaliacao da toxicidade aguda de
amostras de efluentes liquidos, aguas continentais (superficiais e subterraneas) e

substancias quimicas soluveis ou dispersas em agua.

A utilizacdo de D. magna pelos 6rgaos e institutos ambientais de varios
paises é devido a padronizagdo de seus ensaios. Além disto, € um organismo
abundante em meio aquatico e sensivel a substancias toxicas. O manejo e cultivo
em condicdes de laboratdrio sao faceis uma vez que possuem ciclo de vida curto
e padrdao reprodutivo assexuado. Assim, seu genotipo padrao garante
uniformidade no resultado do ensaio (KNIE e LOPES, 2004).

3.5.2 Lemna minor

As macrdfitas sdo encontradas em quase todos os tipos de ambientes
aquaticos e desempenham importante papel no ciclo de nutrientes e fluxo de
energia (ESTEVES, 1998). Elas constituem a base das cadeias troficas aquaticas
de herbivoria direta assim como das cadeias de dentritivoria (THOMAZ, 2002). A

importancia dessas plantas também esta relacionada com a sua capacidade de
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estabelecer uma forte ligagao entre o sistema aquatico e o ambiente terrestre que
o circunda (JORGENSEN e LOFFLER, 1990).

Lemna minor € uma espécie de macrofita aquatica flutuante que pertence a
familia Lemnaceae. Esta espécie de angiosperma se reproduz, principalmente
por meios vegetativos, a partir de brotos laterais (frondes) que liberam da planta-
mae (SOUZA et al., 2011).

Essa macrdfita € padronizada internacionalmente e indicada pelo OECD
Guidelines for the testing of chemicals (OECD, 2002) para avaliagdo de toxicidade
aguda de substancias quimicas. Lemna minor é facilmente cultivada, tem taxa de
crescimento elevada em condi¢des de laboratério e alta sensibilidade a poluentes.
As respostas da planta sdo geralmente avaliadas pelas alteragcdes nas taxas de
crescimento (KISS et al., 2003).

3.5.3 Pomacea canaliculata

O género Pomacea é constituido por cerca de 69 espécies descritas com
distribuicdo na América do Sul, das quais 20 ja foram registradas na Amazénia.
Dentre estas, se inclui P. canaliculata, que apresenta uma ampla distribuicdo
geografica (SIMONE, 2006).

Os caramujos da espécie P. canaliculata apresentam habito herbivoro além
de consumir larvas e ovos de outros gastrépodes (LITSINGER e ESTANO, 1993).
Esses moluscos com alta variacdo interpopulacional em relagcdo ao tamanho,
forma e espessura da concha habitam varios ecossistemas, desde pantanos e
lagoas até lagos e rios (MARTIN e ESTEBENET, 2002). Como consumidores
primarios e por estarem em contato direto com o sedimento, os caramujos estao
expostos principalmente a contaminantes que se adsorvem ao sedimento que

podem ser revolvidos e novamente biodisponibilizados (DUFT et al., 2003).
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3.5.4 Tilapia

Tilapia € a denominagdo comum de uma gama de espécies de peixes
ciclideos do género Oreochromis que se distribuem originalmente do Centro-Sul
da Africa até o Norte da Siria (POPMA e PHELPS, 1998). O género Oreochromis
foi introduzido na maioria dos paises tropicais e subtropicais para utilizagcdo em
piscicultura (LEE et al., 2005).

Proveniente da Costa do Marfim no Oeste africano, a tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) foi introduzida no nordeste do Brasil em 1971 e, entado
distribuida pelo pais. A espécie O. niloticus € cultivada desde a bacia do rio
Amazonas até o Rio Grande do Sul (LOVSHIN e CIRYNO, 1998).

A espécie O. niloticus destaca-se como peixe de potencial para aquicultura,
devido ao crescimento rapido, adaptacdo ao confinamento, tolerancia a altas
temperaturas, baixa concentragdo de oxigénio dissolvido e alta concentragao de
amoénia na agua (POPMA e PHELPS, 1998).

As tilapias despertam grande interesse na piscicultura e sdo considerados
os peixes de agua doce de maior importancia na aquicultura mundial (SANTOS et
al., 2008). Atualmente, é a espécie mais cultivada no Brasil (IBGE, 2013) com
excelente aceitacdo no mercado consumidor (ZIMMERMANN e HASPER, 2004).

A escolha dos peixes para estudos com substancias toxicas deve-se ao
fato desse grupo possuir grande representatividade nos ecossistemas aquaticos.
Além disso, os peixes abrangem varios niveis troéficos e desempenham importante
papel ecolégico nas teias alimentares aquaticas devido a sua fungcdo como
transportadores de energia dos menores para os mais elevados niveis troficos
(VANDER OOST et al., 2003).

A tilapia (O. niloticus) apesar de ser uma espécie mais tolerante a
exposi¢ao a xenobidticos pode ser considerada um potencial organismo teste em
ensaios ecotoxicologicos, pois € um peixe abundante e disponivel o ano todo,
apresenta importancia econémica na aquicultura mundial e é facilmente cultivada

em laboratério.
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3.6 Efeitos dos neonicotindides e carbamatos em organismos aquaticos

O aumento do volume de agrotdxicos aplicados na agricultura tem trazido
uma série de transtornos e modificacbes para o ambiente, tanto pela
contaminagao das comunidades de seres vivos que o compde, quanto pela sua
acumulacado nos segmentos bidticos e abiodticos dos ecossistemas (biota, agua,
ar, solo, etc.) Um dos efeitos indesejaveis provocado pelos agrotéxicos é a
contaminagao de organismos nao alvos, ou seja, espécies que nao interferem no
processo de produgéo (RIBAS e MATSUMURA, 2009).

A assimilagcdo e a retengdo de contaminantes pelo organismo podem
acarretar a concentragao elevada do mesmo, com probabilidade de causar efeitos
deletérios. Esse processo pode ocorrer por absorgao direta, a partir do ambiente,
ou por absorcédo indireta, através do alimento contaminado. Dessa forma, em uma
cadeia alimentar, os contaminantes podem ser transferidos de um nivel tréfico a
outro (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2008).

Os agrotoxicos que atingem os corpos d'agua podem penetrar nos
organismos aquaticos através de diversas vias de absor¢do e seu grau de
acumulagcdo depende do tipo de cadeia alimentar, da disponibilidade e
persisténcia do contaminante na agua e especialmente de suas caracteristicas
fisicas e quimicas (SPACIE e HAMELINK, 1985).

Os efeitos dos agrotoxicos podem ser letais ou subletais e sdo observados
em organismos aquaticos pertencentes a diferentes niveis tréficos como algas,
bactérias, macrdfitas, microcrustaceos, moluscos, anfibios e peixes (TISLER et
al., 2009; GUILOSKI et al., 2010; SHIOGIRI et al., 2012, FRANCA-SALGUEIRO,
2013; MANSANO et al., 2013; CARRASCHI-OLIVEIRA, 2014). Para estimar e
monitorar os efeitos de agrotéxicos em organismos aquaticos deve-se realizar
ensaios de toxicidade em laboratério (RAND e PETROCELLI, 1985).

Os efeitos letais ou agudos envolvem respostas que interferem
intensamente nos processos celulares, causando a morte rapidamente.
Frequentemente, esses efeitos podem ocasionar respostas que antecedem a
morte, como sufocamento e interferéncias nos movimentos dificultando a fuga de
predadores ou a obtengao de alimento (AZEVEDO e CHASIN, 2003).
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Em ensaio de toxicidade aguda com Ceriodaphnia silvestrii, o inseticida
carbofuran mostrou-se extremamente téxico e apresentou uma concentragao
efetiva que causa imobilidade de 50% dos organismos no periodo de 48 horas
(CE50;48h) de 0,75ug L™ (MANSANO et al., 2013). A CL50;96h do carbofuran
para carpa (Cyprinus carpio) é de 12,25 mg L™' ( RESGALLA JUNIOR et al., 2002)
enquanto que para Poecilia reticulata a CL50;48h é de 0,165 mg L™ (FRELLO,
1998). Para girinos de Lithobates catesbeianus estimou-se uma CL50;96h de
29,90 mg.L™" (FRANCA-SALGUEIRO, 2013). Em ensaio de toxicidade aguda, o
carbamato carbosulfan mostrou-se mais téxico para C. carpio (CL50;96h de
0,4301ug L™) do que o carbofuran (WANG et al., 2015).

Os neonicotindides como thiamethoxan e imidacloprid sdao geralmente
menos toxicos que os carbamatos para organismos nao alvos. O thiamethoxan se
classifica como praticamente nao téxico para D. magna (CE50;48 de 107,18 mg
L™") e para L. minor (CI50;7d > 100 mg L™); e pouco téxico para o caramujo P.
canaliculata (CE50;48h de 87,17 mg L") e para os peixes Piaractus
mesopotamicus (CL50;48h de 16,97 mg L) e Hyphessobrycon eques (49,78 mg
L") (CARRASCHI-OLIVEIRA, 2014).

O imidacloprid é classificado como pouco téxico para D. magna (CE50;48h
de 30 mg L™ e Vibrio ficheri (C150;48h de 56 mg L™); e praticamente nao téxico
para Danio rerio (CL50;96h de 214 mg L") (TISLER et al, 2009). O
neonicotindide guadipyr mostrou-se mais téxico para D. magna (CE50;48h de
13,01 mg L") que o imidacloprid (Ql et al., 2013).

Efeitos subletais dos agrotoxicos também podem ser observados em
ensaios laboratoriais com organismos aquaticos nao alvos. Esses efeitos incluem
alteragdes nas atividades fisiolégicas e comportamentais, sem mortalidade
imediata. A mortalidade pode ocorrer ao longo do tempo devido a interferéncias
na alimentagdo, crescimento e sistema imunoldgico, estes efeitos causam
mudangas populacionais ou na composicdo e diversidade de espécies nos
ambientes aquaticos. (AZEVEDO e CHASIN, 2003).

Os inseticidas neonicotindides e carbamatos sdo conhecidos por alterarem
a atividade da enzima Ache em organismos aquaticos (BRETAUD et al., 2000;
GUILOSKI et al., 2010; AZEVEDO-PEREIRA et al., 2011; QI et al., 2013). Em
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ensaios de toxicidade crbnica com D. magna foram observados efeitos subletais
do neonicotindide guadipyr nos microcrustaceos como diminui¢ao significativa no
crescimento e na reproducao, além de aumentar a atividade da Ache (QlI et al.,
2013).

A inibicdo da atividade da enzima Ache foi observada em cérebro de
juvenis de peixes das espécies Carassius auratus apds 12 horas de exposi¢ao a 5
ug L™ de carbofuran (8,6% de inibigdo em relagdo ao grupo controle) (BRETAUD
et al., 2000).

Os peixes da espécie Corydoras paleatus expostos a concentragdes
subletais de carbaril, inseticida do grupo dos carbamatos apresentaram sinais de
intoxicagcdo como perda do equilibrio e natacéo irregular. O inseticida também
causou inibicao da atividade da Ache nos peixes expostos a concentracédo de 7,2
mg L™ de carbaril em 46%, em relacdo aos peixes do controle ndo expostos ao
carbaril (GUILOSKI et al.,2010).

Os agrotéxicos, mesmo em doses subletais, podem alterar 6rgaos de
peixes como branquias (BORAN et al., 2010), figado (CAPKIN et al.,, 2010);
SHIOGIRI et al., 2012), rim (BORAN et al., 2010) génada (CUNA et al., 2011). As
branquias sado as mais afetadas pelos agentes quimicos, pois possuem grande
superficie de contato (SHEPHARD, 1994). Os agentes quimicos também atuam
sobre o figado, que desempenha papel fundamental no metabolismo de
substancias téxicas e sobre o rim, que atua na manutencdo da estabilidade
interna e na excregao (JOBLING e SUMPTER, 1993).

O carbaril, nas concentragdes subletais de 1,4 mg L™ e 2,6 mg L causa
alteragdes nas branquias como fusao lamelar e necrose das células epiteliais € no
figado, como necrose nos hepatdcitos e nucleos picnoéticos do peixe truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) (BORAL et al., 2010).

Na concentragéo subletal de 0,2 mg L™, o carbosulfan é capaz de provocar
alteragdes histolégicas em branquia, figado, rim e bago de O. mykiss. Essas
alteracdes incluem necrose epitelial em branquia, necrose das células tubulares

do rim e edema intracelular no figado (CAPKIN et al., 2010).
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Resumo

Objetivou-se avaliar a toxicidade aguda dos inseticidas imidacloprid e carbofuran
para os organismos aquaticos nao alvos Lemna minor, Daphnia magna, Pomacea
canaliculata e Oreochromis niloticus, classificar os inseticidas pelo risco de
intoxicagdo ambiental e registrar as alteragdes nas variaveis de qualidade de
agua durante os ensaios. Para isso, os organismos foram aclimatados em sala de
bioensaio e submetidos primeiramente a ensaios de sensibilidade e
posteriormente a ensaios de toxicidade aguda com cada inseticida em sistema
estatico de acordo com as normas da ABNT e OECD. Com os valores obtidos de
CE50;48h, CI50;7d e CL50;48h, os inseticidas foram classificados quanto ao
potencial toxico e de periculosidade ambiental. O risco de intoxicacdo ambiental
foi determinado por meio da razdo entre a dose dos inseticidas aplicadas em
campo e os valores de CE50;48h, C150;7d e CL50;48h. As variaveis de qualidade
de agua foram registradas com auxilio de sonda multiparamétrica. Para o
imidacloprid a CE50;48h, CI50;7d e CL50;48h para D. magna, L. minor, P.
canaliculata e O. niloticus foi de 81,13; 348,36; 301,00 e 140,50 mg L™,
respectivamente. O imidacloprid €& ligeiramente téxico para D. magnha e
praticamente ndo téxico para L. minor, P. canaliculata e O. niloticus. O risco de
intoxicagdo ambiental do imidacloprid € baixo para os 4 organismos. Para o
carbofuran, a CE50;48h, CI50;7d e CL50;48h para D. magna, L. minor, P.
canaliculata e O. niloticus foi de 0,011; 144,41; 659,60 e 0,44 mg L,
respectivamente. O carbofuran é extremamente toxico para D. magna, altamente
téxico para O. niloticus e praticamente n&o téxico para L. minor e P. canaliculata.
Os riscos de intoxicacdo ambiental do carbofuran para L. minor e P. canaliculata
classificam-se como baixo. Para D. magna e O. niloticus o risco varia de alto a
meédio dependendo da diluicdo da inseticida e da dimensao do corpo d'agua. A
condutividade da agua aumentou enquanto que a concentracdo de oxigénio
diminuiu com o aumento da concentracdo dos inseticidas. No entanto, esses
parametros nao foram responsaveis pela mortalidade dos animais.

Palavras-chave: ambiente aquatico, toxicidade, Daphnia magna, tilapia,
caramujo, macrofita.
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Abstract

The aims were to evaluate the acute toxicity of imidacloprid and carbofuran
insecticides for non-target aquatic organisms Lemna minor, Daphnia magna,
Pomacea canaliculata and Oreochromis niloticus, classify insecticides at risk of
environmental poisoning and evaluate the quality variables of water during the
tests. For this, the organisms were acclimated in bioassay room and subjected first
at sensitivity tests and the acute toxicity tests with each insecticide in static system
according to ABNT and OECD. With the values of EC50;48h, IC50; 7d and LC50;
48h, the insecticides were classified according to the toxic potential and
environmental hazard. The risk of environmental poisoning was determined by the
ratio between the dose of insecticide applied in the field and the EC50;48h,
IC50;7d and LC50;48h. The water quality variables were recorded with the aid of
multi-parameter probe. For imidacloprid the EC50;48h, IC50;7d and LC50;48h to
D. magna, L. minor, P. canaliculata and O. niloticus was 81.13; 348.36; 301.00
and 140.50 mg L™, respectively. Imidacloprid is slightly toxic to D. magna and
practically non-toxic to L. minor, P. canaliculata and O. niloticus. The risk of
environmental poisoning of imidacloprid is down to the 4 organisms. For
carbofuran, the EC50;48, IC50;7d and LC50;48h to D. magna, L. minor, P.
canaliculata and O. niloticus was 0.011; 144.41; 659.60 and 0.44 mg LT,
respectively. Carbofuran is extremely toxic to D. magna, highly toxic to O. niloticus
and practically non-toxic to L. minor and P. canaliculata. The risks of
environmental poisoning of carbofuran for L. minor and P. canaliculata are
classified as low. For D. magna and O. niloticus the risk varies from high to
medium, depending on dilution of the insecticide and the size of the body of water.
The conductivity of the water increased while the oxygen concentration decreased
during the tests with increasing concentrations of insecticides. However, these
parameters were not responsible for animal mortality

Keywords: aquatic environment, toxicity, Daphnia magna, tilapia, snail,
macrophyte.
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1 Introducgao

Os ecossistemas aquaticos sdo contaminados com substancias quimicas
proveniente de atividades industriais e agricolas. Os agrotoxicos constituem umas
das principais classes de contaminantes encontrados em ambientes aquaticos
(Veiga et al., 2006; Grutzmacher et al., 2008; Tang et al., 2013) que podem
causar impacto na biota devido a toxicidade que apresentam para organismos
aquaticos nao alvos (Bretaud et al., 2000; Qi et al., 2013; Wang et al., 2015).

@) imidacloprid [1-(6-chloro-pyridin-3-ylmethyl)-N-nitroimidazolidin-2-
ylideneamine] é um inseticida da classe dos neonicotindides cada vez mais
utilizado em todo mundo, principalmente para controle de insetos sugadores de
culturas (Tomizawa e Casida, 2005). Além de ser uma molécula prospectada para
uso aquicola no controle de parasitas em peixes.

O carbofuran (2,3-dihydro-2,2-dimethylbenzofuran-7-yl methylcarbamate) é
um inseticida, acaricida e nematicida de largo espectro de acédo da classe dos
carbamatos muito utilizado na agricultura brasileira. No entanto, o uso de
carbofuran tem sido banido nos Estados Unidos e Europa (USEPA, 2006) por ser
um inseticida muito toxico para organismos aquaticos especialmente os peixes
(Mansano et al., 2013; Campos-Garcia et al., 2015).

Os neonicotindides e os carbamatos sdo conhecidos por alterarem a
atividade da enzima acetilcolinesterase em organismos nao alvos (Guiloski et al.,
2010; Qi et al., 2013). No entanto, os carbamatos sao geralmente mais téxicos
que os neonicotindides (Tisler et al., 2009; Mansano et al., 2013).

A classe dos inseticidas neonicotindides mimetiza o efeito do
neurotransmissor excitatério (acetilcolina) e competem com ele pelos seus
receptores nicotinergéticos na membrana poés-sinaptica do inseto. Diferente da
ligacdo da acetilcolina com o seu receptor, a ligagdo com os neonicotindides €
persistente, pois esses inseticidas sao insensiveis a acdo da enzima
acetilcolinesterase. Dessa forma, a acetilcolinesterase degrada moléculas de
acetilcolina, mas nao consegue degradar as moléculas de neonicotindides
(Margon, 2003; Marshall e Begg, 2003; Tomizawa e Casida, 2003).

O grupo dos inseticidas carbamatos possui mecanismo de acao diferente

dos neonicotindides. Eles inibem a agao da enzima acetilcolinesterase que atua
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nas sinapses colinérgicas, hidrolisando o neurotransmissor acetilcolina em colina
e acido aceético (Kavitha e Rao, 2007). O mecanismo de inibigdo da
acetilcolinesterase por carbamatos ocorre por meio da formagao de um complexo
enzima-inibidor (reversivel) e posterior carbamilagao (Maxwell et al., 2008).

A avaliagdo de risco é um processo que tem por objetivo calcular ou
estimar o risco que possa existir para um determinado sistema alvo em
decorréncia de sua exposi¢ao a uma substancia toxica. Nessa avaliagdo devem
ser consideradas as caracteristicas inerentes da substancia em questao e do alvo
especifico. O processo de avaliagdo de risco inclui a identificagdo do perigo, a
avaliacao da dose-resposta, a avaliacdo da exposi¢cao, a caracterizagao do risco e
sua classificagao em aceitavel ou nao aceitavel (Guilherme, 2005). Para os riscos
classificados como nao aceitaveis, o processo continua com a determinagao da
necessidade de implementar medidas mitigadoras dos riscos, de modo a reduzi-
los a niveis aceitaveis.

A etapa da avaliagao da dose-resposta é realizada a partir da condugao de
ensaios ecotoxicoldgicos para avaliagdo da toxicidade aguda para organismos
testes selecionados. Os critérios de selecdo de organismos teste sdo: abundancia
e disponibilidade; significativa representacdo ecoldgica dentro das biocenoses;
cosmopolitismo da espécie; profundo conhecimento da biologia, fisiologia e
habitos alimentares; estabilidade genética e uniformidade de suas populagoes;
baixo indice de sazonalidade; sensibilidade constante e apurada; importancia
comercial; facilidade de cultivo em laboratério e, se possivel, a espécie deve ser
nativa para a melhor representatividade dos ecossistemas (Rand e Petrocelli,
1985).

Segundo a regulamentagcao de European Communities (2003), na diretiva
1488/94, para avaliacdo de risco de substancias quimicas, o adequado é que se
realizem ensaios de toxicidade aguda com organismos inseridos em pelo menos
trés niveis troficos diferentes. Nestes ensaios, a substancia em particular nao
deve apresentar risco de intoxicagcdo ambiental para os organismos dos trés
niveis tréficos.

Para a avaliacdo de risco ambiental sdo necessarios dados
ecotoxicoldgicos e concentragbes ambientais estimadas (CAE) da substéncia a

ser analisada. A relagao quantitativa entre esses dados resulta em um valor puro,
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denominado quociente de risco (QR). O QR é utilizado para classificar os riscos
ambientais das substancias toxicas especificas (Goktepe et al., 2004).

O uso frequente e intensivo de carbofuran e imidacloprid pode ocasionar a
contaminagao das aguas superficiais da rede hidrografica e, consequentemente
causar intoxicagdo dos organismos aquaticos n&o alvos. Entretanto, estudos
sobre essa contaminagdo das aguas ainda n&do foram realizados no pais
tampouco a avaliagdo dos riscos de intoxicagao dos organismos aquaticos nao
alvos de diferentes niveis troficos dos ecossistemas aquaticos.

Assim, objetivou-se avaliar a toxicidade aguda dos inseticidas imidacloprid
e carbofuran para organismos aquaticos ndo alvos pertencentes a diferentes
niveis troficos (Lemna minor, Daphnia magna, Pomacea canaliculata e
Oreochromis niloticus), classificar os dois inseticidas pelo risco de intoxicagao
ambiental para cada organismo com base na toxicidade aguda e na concentragao
ambiental estimada em diferentes cenarios ambientais, e registrar as variaveis de

qualidade de agua durante os estudos.

2 Material e Métodos

2.1 Local da realizagao dos ensaios

Os ensaios de toxicidade aguda com os organismos n&o alvos D. magna,
L. minor e tilapia (O. niloticus) foram realizados no Laboratério de Ecotoxicologia
dos Agrotoxicos e Saude Ocupacional do Departamento de Fitossanidade
associado ao Centro de Aquicultura da UNESP (CAUNESP). Os ensaios com o
caramujo de agua doce P. canaliculata foram conduzidos no Nucleo de Estudos e
Pesquisas Ambientais em Matologia (NEPEAM) da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias da UNESP, Campus de Jaboticabal — SP.

O presente trabalho foi previamente aprovado pela Comiss&o de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da
UNESP, Campus de Jaboticabal — SP (Protocolo n° 021534/14).

23



Juliana Heloisa Piné Américo-Pinheiro Orientador — Dr. Joaquim Gongalves Machado Neto

2.2 Inseticidas utilizados

Os inseticidas utilizados nos ensaios foram o neonicotindide imidacloprid
(CAS n° 138261-41-3) na formulacdo comercial Provado SC® (200 g L") fabricado
pela Bayer CropScience AG e o carbamato carbofuran (CAS n° 1563-66-2) na

formulacdo comercial Furadan SC® (350 g L™) fabricado pela FMC Corporation.
2.3 Ensaios de toxicidade aguda
2.3.1 Daphnia magna

Os ensaios de toxicidade aguda para D. magna (Figura 1A) foram
realizados de acordo com os procedimentos da ABNT NBR 12713: 2009 (ABNT,
2009). Os microcrustaceos foram cultivados no laboratério em meio de cultivo
basico M4 composto de agua destilada reconstituida com nutrientes. As
caracteristicas fisico-quimicas do meio foram: pH 7,0 + 1, dureza total de 250 mg
L™ em CaCOj; condutividade de 600 us cm™ e oxigénio dissolvido entre 5,0 e 6,0
mg L™. O meio de cultivo foi totalmente renovado uma vez por semana.

Os organismos foram cultivados em recipientes de vidro e mantidos em
camaras climatizadas, do tipo BOD (Figura 1B), com temperatura controlada de
20 + 1°C, intensidade de luz de aproximadamente 3.000 lux e fotoperiodo de 12
horas.

A alimentacgao diaria das daphnias foi constituida por suspensao de algas
da espécie Scenedesmus subspicatus na concentragdo de aproximadamente
5x10° células/individuo/dia e alimento composto por solugdo de ragdo para peixes
ornamentais e solugdo de levedura (Saccharomyces cerevisiae) na proporgao de
1:1 viv.

Nos ensaios de toxicidade aguda para D. magna foram utilizados neonatos
com 2 a 26 horas de vida (Figura 1C). Os ensaios foram realizados em sistema
estatico (Figura 1D), na auséncia de luz e sem alimentacdo. A sanidade e
sensibilidade do lote de organismos teste foram avaliadas por meio de ensaio
com a substancia de referéncia cloreto de sodio (NaCl) conforme procedimentos
da ABNT NBR 12713: 2009. A concentragao efetiva média (CE50;48h) do NaCl

para o microcrustaceo foi de 4,06 g L™, com limite superior (LS) de 4,32 gL e
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limite inferior (LI) de 3,82 g L™ (intervalo de confianga de 95%)//. Dessa forma, os
organismos estavam em condigdes normais de sanidade e sensibilidade de
acordo com a carta controle de outros lotes utilizados anteriormente no

laboratodrio.

Figura 1. Aspectos do cultivo e da realizagdo dos ensaios com o microcrustaceo. (A)
Exemplar de D. magna. (B) Organismos mantidos em camara climatizada do
tipo BOD. (C) Separagdo dos neonatos com 2 a 26 horas de vida para

realizacao dos ensaios. (D) Recipientes testes utilizados nos ensaios.

Apos a realizacdo dos ensaios com a substancia de referéncia, foram
realizados ensaios preliminares com cada inseticida para determinar o intervalo
de concentracéo que causa 0 e 100% de imobilidade no periodo de 48 horas.

Para os ensaios definitivos foram utilizadas trés réplicas para cada
concentragcado, com cinco neonatos por réplica. Cada ensaio definitivo foi repetido
trés vezes. Nos ensaios definitivos foram utilizadas sete concentragdes para cada

inseticida e um controle (Tabela 1).
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Tabela 1. Concentracdes dos inseticidas imidacloprid e carbofuran utilizadas nos ensaios

definitivos de toxicidade aguda para D. magna.

Inseticidas Concentragées (mg L")
Imidacloprid 0,0; 40,0; 60,0; 80,0; 100,0; 120,0; 140,0 e 160,0
Carbofuran 0,0; 0,003; 0,006; 0,009; 0,012; 0,015; 0,018 e 0,021

Ao final dos ensaios foi registrada a imobilidade dos organismos em 48
horas de exposi¢éo e calculada a concentragao efetiva 50% estimada (CE50;48h)

para cada inseticida.
2.3.2 Lemna minor

Os ensaios de toxicidade aguda para L. minor foram realizados de acordo
com os procedimentos do Guideline for testing of chemicals — Lemna minor
Growth Inhibition da OECD (2002).

As macrofitas foram cultivadas em meio Hoagland’s composto de agua
destilada reconstituida com nutrientes e pH 5,8 (Figura 2A). Os organismos foram
mantidos em sala com temperatura controlada de 24 + 1°C, intensidade de luz de
aproximadamente 6.500 lux e fotoperiodo de 12 horas.

Para os ensaios de toxicidade aguda para L. minor foram selecionadas
espécimes com frondes (folhas) em bom aspecto sanitario, nutricional e de
tamanho homogéneo (Figura 2B). Os ensaios foram realizados na sala
climatizada com as mesmas condigdes de cultivo e com duragao de sete dias.

A sanidade e sensibilidade do lote de macrofitas foi avaliada por meio de
ensaio com a substancia de referéncia NaCl. A concentragao de inibicao média
(C150;7d) do NaCl para a macréfita foi de 4,22 g L™, com LS de 4,87 gL' e LI de
3,65 g L. Este resultado confirma que as macrdfitas estavam em condigdes
normais de sanidade e sensibilidade, de acordo com a carta controle de cultivo do
laboratdrio.

ApOs os ensaios com a substancia de referéncia, foram realizados ensaios
preliminares com cada inseticida para determinar o intervalo de concentracéo que

causa 0 e 100% de inibicao de crescimento das macrofitas.
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Nos trés ensaios definitivos foram utilizadas 3 réplicas para cada
concentragao (Figura 2C). Para cada réplica foram selecionadas 4 col6nias de L.

minor com 3 frondes cada, totalizando 12 frondes por réplica.

Figura 2. Aspectos do cultivo e da realizagédo dos ensaios com L. minor. (A) Cultivo das
macrdéfitas em meio Hoagland’s. (B) Separagdo das quatro colénias de L.
minor com trés frondes cada (C) Recipientes teste dos ensaios com trés

réplicas por concentragéo do inseticida.

As avaliagdes foram realizadas no 3°, 5° e 7° dia de exposicao aos
inseticidas. Nas trés avaliacbes foram registrados o numero de frondes formadas
(inibicdo do crescimento), ocorréncia de clorose (perda da clorofila) e de necrose
(morte das macrofitas). Nos ensaios definitivos foram utilizadas seis
concentragdes para imidacloprid e um controle e cinco para carbofuran e um

controle (Tabela 2).
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Tabela 2. Concentragdes dos inseticidas imidacloprid e carbofuran utilizadas nos ensaios

definitivos de toxicidade aguda para L. minor.

Inseticidas Concentragées (mg L")
Imidacloprid 0,0; 100,0; 500,0; 900,0; 1300,0; 1700,0 € 2100,0
Carbofuran 0,0; 50,0; 100,0; 200,0; 400,0 e 800,0

Ao final dos ensaios foi registrado o numero de frondes em cada réplica e
calculada a concentragdo de inibicdo de crescimento 50% estimada (C150;7d)

para cada inseticida.
2.3.3 Pomacea canaliculata

Os ensaios de toxicidade aguda para P. canaliculata foram realizados de
acordo com os procedimentos da ABNT NBR 15088: 2011 (ABNT, 2011) para
peixes, adaptada para os ensaios com o caramujo garantindo a padronizagao dos
resultados.

Os caramujos com peso entre 1,0 e 1,5 g foram previamente aclimatados
por dez dias em sala de bioensaios a temperatura de 25 + 2°C, fotoperiodo de 12
horas, com aeragcdo continua e alimentados diariamente com a macrdfita
submersa Hydrilla verticilata (Figuras 3 A, B e C).

Os parametros fisico-quimicos de agua durante o periodo de aclimatagao
estavam de acordo com o estabelecido pela ABNT NBR 15088: 2011 (ABNT,
2011): pH entre 7,0 e 8,0, oxigénio dissolvido entre 4,0 e 6,0 mglL' e

condutividade elétrica entre 170,0 e 180,0 uS.cm'1.
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Figura 3. Aspectos do cultivo e da realizagdo dos ensaios com caramujo. (A)
Aclimatacdo dos caramujos em sala de bioensaios alimentados com H.
verticilata. (B) Exemplares de P. canaliculata. (C) Recipientes teste com trés

réplicas por concentragéo do inseticida.

A sanidade e sensibilidade do lote de organismos foram avaliadas por meio
de ensaio com a substancia de referéncia cloreto de potassio (KCI). A
concentragdo efetiva média (CE50;48h) do KCI para o caramujo foi de 2,48 g L™,
com LS de 3,16 gL e LI de 1,95 g L™". Dessa forma, os organismos estavam em
condigdes normais de sanidade e sensibilidade de acordo com a carta controle de
outros lotes utilizados anteriormente no laboratorio.

Aposs os ensaios com a substancia de referéncia, foram realizados ensaios
preliminares com cada inseticida para determinar o intervalo de concentragédo que
causa 0 e 100% de imobilidade/mortalidade no periodo de 48 horas.

Ap6s a determinagdo dos intervalos de concentracdo nos ensaios
preliminares foram realizados os ensaios definitivos com cinco concentragbes de
imidacloprid e um controle e seis concentragdes do carbofuran e um controle
(Tabela 3). Em todos os ensaios definitivos foram utilizadas trés réplicas para
cada concentragao testada, com cinco caramujos por réplica. Cada ensaio
definitivo foi repetido trés vezes em sistema estatico com duracéo de 48 horas e

sem alimentagao dos animais durante o periodo de exposigao.
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Tabela 3. Concentracdes dos inseticidas imidacloprid e carbofuran utilizadas nos ensaios

definitivos de toxicidade aguda para P. canaliculata.

Inseticidas Concentragées (mg L")
Imidacloprid 0,0; 75,0; 150,0; 250,0; 500,0 € 800,0
Carbofuran 0,0; 300,0; 500,0; 700,0; 900,0; 1100,0 e 1300,0

As variaveis de qualidade de agua pH, oxigénio dissolvido (mg L),
temperatura (°C) e condutividade elétrica (us cm™) foram registradas em 0, 24 e
48 horas apos exposicao aos inseticidas com auxilio de uma sonda
multiparamétrica modelo YSI 556 MPS.

Ao final dos ensaios foi registrada a imobilidade/mortalidade em 48 horas
de exposicao e calculada a concentragao efetiva 50% estimada (CE50;48h) para

cada inseticida.
2.3.4 Oreochromis niloticus

Os ensaios de toxicidade aguda para O. niloticus foram realizados de
acordo com os procedimentos da ABNT NBR 15088: 2011 (ABNT, 2011). Os
peixes foram fornecidos pelo Centro de Aquicultura da UNESP (CAUNESP).

Os peixes com peso entre 1 e 1,5 g foram previamente aclimatados por 10
dias em sala de bioensaio em caixas com capacidade de 250 L, fotoperiodo de 12
horas, a temperatura de 25 + 2°C, com aeragao continua promovida por bombas
de ar e alimentados uma vez ao dia ad libitum com ragcao comercial (Figura 4 A, B
e C).

Os parametros de qualidade de agua durante o periodo de aclimatacao
estavam de acordo com ABNT NBR 15088: 2011 (ABNT, 2011): pH entre 7,0 e
8,0, oxigénio dissolvido entre 4,0 e 6,0 mg L™ e condutividade elétrica entre 170,0
e 180,0 uS cm™.

A sanidade e a sensibilidade do lote de peixes foram avaliadas em ensaio
de toxicidade aguda com a substéncia de referéncia KCl. Os ensaios foram
realizados periodicamente conforme foram utilizados novos lotes de peixes. A
concentracéo letal média (CL50;48h) do KCl para tilapia foi de 1,17 g L™, com LS

de 1,29 g L' e LI de 1,06 g L. Dessa forma, os peixes estavam em condigdes
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normais de sanidade e sensibilidade de acordo com a carta controle de outros

lotes utilizados anteriormente no laboratério.

Figura 4. Aspectos do cultivo e da realizagdo dos ensaios com tilapia. (A) Recipiente de
aclimatacao dos peixes em sala de bioensaio. (B) Exemplares de O. niloticus
com aproximadamente 1 g. (C) Recipientes teste com trés réplicas por

concentragao do inseticida.

ApOs os ensaios com a substancia de referéncia, foram realizados ensaios
preliminares com cada inseticida para determinar o intervalo de concentragédo que
causa 0 e 100% de mortalidade para os organismos no periodo de 48 horas.

De acordo com o intervalo obtido nos ensaios preliminares, foram
realizados trés ensaios definitivos de toxicidade aguda para cada inseticida. Para
os ensaios com imidacloprid foram utilizadas cinco concentragdes e um controle,
para carbofuran foram sete concentragdes e um controle (Tabela 4). Cada ensaio
foi conduzido com trés réplicas para cada concentracao testada dos inseticidas
com trés peixes por réplica respeitando a densidade maxima de 1 g de peixe para

cada litro de agua.
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Tabela 4. Concentracgdes dos inseticidas imidacloprid e carbofuran utilizadas nos ensaios

definitivos de toxicidade aguda para O. niloticus.

Inseticidas Concentragées (mg L")
Imidacloprid 0,0; 100,0; 130,0; 160,0; 190,0 e 220,0
Carbofuran 0,0;0,2;0,3;0,4;0,5;0,6;0,7e 0,8

Os ensaios foram realizados em sistema estatico e sem alimentacdo dos
animais durante o periodo de exposicado de 48 horas. A mortalidade dos peixes foi
avaliada diariamente com a retirada dos animais mortos dos aquarios, sendo
considerados nesse estado os animais que nao apresentavam batimento
opercular, espasmo ou algum movimento.

As varidveis de qualidade de agua pH, oxigénio dissolvido (mg L™),
temperatura (°C) e condutividade elétrica (us cm™) foram mensuradas em 0, 24 e
48 horas apoOs exposicao aos inseticidas com auxilio de uma sonda
multiparamétrica modelo YSI 556 MPS.

Ao final dos ensaios foi registrada a mortalidade dos peixes em 48 horas de
exposicao e calculada a concentragao letal 50% estimada (CL50;48h) para cada

inseticida.

2.4 Classificagao dos inseticidas pela toxicidade aguda

Com os valores obtidos de CE50;48, CI50;7d e CL50;48h para os
organismos aquaticos nédo alvos estudados, os inseticidas imidacloprid e
carbofuran foram classificados quanto ao potencial téxico de acordo com as
classes de toxicidade aguda propostas por Zucker (1985) e em relagdo ao

potencial de periculosidade ambiental proposto pelo IBAMA (2015) (Tabela 5).
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Tabela 5. Classes de toxicidade aguda propostas por Zucker (1985) e IBAMA (2015),
baseadas nos valores de CE50, CI50 e CL50 de agrotéxicos para organismos

nao alvos.

Valores de toxicidade aguda
Classificagao ecotoxicolégica

(mg L")

CES50/CI50/CL50 < 0,1 Extremamente toxico

0,1 < CE50/CI50/CL50 < 1 Altamente téxico
Zucker (1985) 1 < CES50/CI50/CL50 < 10 Moderadamente toxico

10 < CE50/CI50/CL50 < 100 Ligeiramente toxico

CES50/CI50/CL50 > 100 Praticamente ndo téxico

0 < CES50/CI50/CL50 < 1 Altamente toxico
IBAMA (2015) 1 < CE50/CI50/CL50 < 10 Muito toxico

10 < CE50/CI50/CL50 < 100 Medianamente toxico

CES50/CI50/CL50 = 100 Pouco toxico

2.5 Risco de intoxicagcao ambiental dos inseticidas para os organismos nao

alvos estudados

O risco de intoxicagdo ambiental dos inseticidas imidacloprid e carbofuran
para os organismos aquaticos nao alvos estudados foi determinado pelo método
do quociente (Q) de Goktepe et al.(2004). Nesse método o risco € calculado por
meio da raz&o entre a concentracdo ambiental estimada (CAE), que é a dose do
inseticida aplicada em campo, e os valores de CE50;48h, CI50;7d e CL50;48h
obtidos nos ensaios de toxicidade aguda.

O valor de Q, também denominado de quociente de risco (RQ), € um
numero puro, pois as unidades dos parametros se anulam na divisdo. Assim, o
risco € classificado em categorias de acordo com os valores de RQ propostos por
Goktepe et al.(2004) (Tabela 6)

Tabela 6. Classes de risco de intoxicagdo ambiental segundo Goktepe et al. (2004).

Quociente de risco Classes de risco
RQ>0,5 Alto risco
0,06<RQ<0,5 Médio risco

RQ < 0,05 Baixo risco

33



Juliana Heloisa Piné Américo-Pinheiro Orientador — Dr. Joaquim Gongalves Machado Neto

Para estimar a CAE foram considerados cenarios de contaminagao
adaptados de procedimento propostos por Kokta e Rothert (1992). Nesses
cenarios considerou-se que:

A) Os inseticidas (imidacloprid e carbofuran) estejam uniformemente
distribuidos no espelho d’agua de um reservatério com area de um hectare
(10.000 m?) com as profundidades de 0,30 e 2,0 m.

B) A densidade média da aguade 1,0 g cm™

C) A quantidade dos inseticidas estudados aplicada na superficie do
espelho d’agua do reservatério seja equivalente as diluigdes de 100; 50; 25; 12,5;
6,25 e 3,125% da maior dose recomendada para cada inseticida.

D) O calculo do volume dos supostos reservatérios com 0,30 e 2,0 m de
profundidade, assim como as concentragdes dos inseticidas aplicados nas
diluicdes mencionadas.

Na avaliagdo do risco do imidacloprid foi utilizada a maior dose
recomendada para citros (200 g i.a ha™) de acordo com a bula da formulagao
comercial Provado 200 SC® fabricado pela Bayer CropScience AG que contém
200 g L™ de imidacloprid. Na avaliagéo do risco do carbofuran foi utilizada a maior
dose recomendada para cana-de-agticar (1750 g i.a ha™) conforme a bula da
formulacdo comercial Furadan 350 SC® fabricado pela FMC Corporation que
contém 350 g L™ de carbofuran. A escolha das doses recomendadas para citros e
cana-de-acucar € devido a representatividade dessas culturas no Estado de Sao

Paulo.
2.6 Analise dos dados
Os valores das concentragdes efetiva, de inibicdo e letal estimados

(CE50;48h, CI50;7d e CL50;48h) foram calculados com o auxilio do software

Trimmed Spearman Karber (Hamilton et al., 1977).
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3 Resultados e Discussao

3.1 Toxicidade aguda dos inseticidas
3.1.1 Daphnia magna

A CE50;48h média estimada do imidacloprid para D. magna foi de 81,13
mg L™ (Tabela 7). Com esse valor, o inseticida foi classificado como ligeiramente
téxico de acordo com a classificagdo de Zucker (1985) e medianamente téxico
segundo o potencial de periculosidade ambiental proposto pelo IBAMA (2015)

para o microcrustaceo.

Tabela 7. Concentracéo efetiva média estimada (CE50;48h) dos inseticidas imidacloprid

e carbofuran para o microcrustaceo Daphnia magna.

Limite CE50;48h Limite

Inseticidas 1 Equacao Linear R?
Inferior (mgL™) Superior
Imidacloprid 71,36 81,13 92,32 y=0,8178x - 24,314 0,97
Carbofuran 0,010 0,011 0,013 y = 5846,5x — 21,274 0,97

No controle e na concentragao de 40,0 mg L™ de imidacloprid n3o ocorreu
imobilidade dos organismos. Nas concentragbes de 60,0; 80,0; 100,0; 120,0;
140,0 e 160,0 mg L™ a imobilidade foi 24,43%; 51,06%; 64,4%; 73,3%; 91,06% e
100% respectivamente.

O imidacloprid é menos téxico para D. magna do que o neonicotindide
guadipyr (CE50;48h de 13,01 mg L") (Qi et al., 2013) e mais tdxico que o
thiamethoxan (CE50;48h de 107,18 mg L") (Carraschi-Oliveira, 2014).

O imidacloprid é mais téxico para D. magna do que para Ceriodaphnia
dubia (CE50;48h de 0,0021 mg L") (Chen et. al., 2010) e Daphnia pulex
(CE50;48h de 0,0368 mg L") (Hayasaka et al., 2012). Apesar de esses estudos
avaliarem a toxicidade de microcrustaceos para o mesmo inseticida, nota-se que
D. magna € o organismos mais sensivel.

A CE50;48h média estimada do carbofuran para D. magna foi de 0,011 mg
L™ (Tabela 7). De acordo com esse valor, o inseticida & classificado como

extremamente téxico de acordo com Zucker (1985) e altamente toxico segundo o
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potencial de periculosidade ambiental proposto pelo IBAMA (2015) para o
microcrustaceo. Assim, D. magna € considerada como um organismo sensivel a
esse inseticida e pode ser utilizada como um bioindicador em ambientes
contaminados com carbofuran.

No controle e na concentragdo de 0,003 mg L™ de carbofuran n3o ocorreu
imobilidade dos organismos. Nas concentragdes de 0,006; 0,009; 0,012; 0,015;
0,018 e 0,021 mg L™ a imobilidade foi respectivamente 15,55%; 26,66%; 37,77%;
75,55%:; 86,66% e 100%.

Pelos valores de CE50;48h (Tabela 7), o carbofuran é 7375,4 vezes mais
téxico para Daphnia magna que o imidacloprid. Porém, é 14,4 vezes menos toxico
para D. magna do que para Ceriodaphnia dubia (CE50;48h de 0,00075 mg L)
(Mansano et al., 2013). Portanto, a contaminagao das aguas com o imidacloprid
podera resultar em menor impacto ambiental negativo na biota aquatica, devido a
menor toxicidade aguda para os daphnideos em relagdo a contaminagédo com o

carbofuran.
3.1.2 Lemna minor

A CI50;7d média estimada do imidacloprid para L. minor foi de 348,36 mg
L™ (Tabela 8). Com o valor obtido, o inseticida se classifica como praticamente
nao toxico de acordo com Zucker (1985) e pouco téxico segundo o potencial de

periculosidade ambiental proposto pelo IBAMA (2015) para a macrdfita.

Tabela 8. Concentragdo de inibicado média estimada (CI50;7d) dos inseticidas

imidacloprid e carbofuran para a macrdfita Lemna minor.

Limite Cl150;7d Limite )
Inseticidas ] Equacgao Linear R
Inferior (mgL") Superior

Imidacloprid 287,37 348,36 424,74 y=0,0344x + 22,652 0,82
Carbofuran 130,99 144,41 159,18 y=0,1121x + 18,86 0,81

No controle ndo ocorreu inibicdo do crescimento das frondes das
macrofitas. Nas concentracbes de 100,0; 500,0; 900,0; 1300,0; 1700,0 e 2100,0
mg L™ de imidacloprid a inibigdo do crescimento foi 29,4%; 57,4%:; 63,5%; 71,1%:;
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76,2% e 88% respectivamente. A partir da concentracdo de 900,0 mg L™ as
frondes apresentaram sinais de clorose.

Para L. minor, o neonicotindide thiamathoxan teve a mesma classificacéo
obtida para o imidacloprid (C150;7d > 100,00 mg L") (Carraschi-Oliveira, 2014). O
imidacloprid € menos tdxico para L. minor do que para a alga Desmodesmus
subspicatus (CI50;72h de 116 mg L™ (Tisler et al., 2009). Devido ao mecanismo
de acdo dos neonicotindides, a macrofita L. minor assim como algumas algas s&o
organismos relativamente tolerantes ao inseticida imidacloprid (Daam et al.,
2013).

A CI50;7d média estimada do carbofuran para L. minor foi de 144,41 mg L™
(Tabela 8). De acordo com esse valor, o inseticida foi classificado como
praticamente nao toxico de acordo com Zucker (1985) e pouco téxico segundo o
potencial de periculosidade ambiental proposto pelo IBAMA (2015) para a
macrofita.

No controle ndo ocorreu inibicdo do crescimento das frondes das
macrofitas. Nas concentragcées de 50,0; 100,0; 200,0; 400,0 e 800,0 mg L' de
carbofuran a inibicdo do crescimento foi respectivamente 17%; 36,4%; 53,5%;
86% e 94%. A partir da concentragdo de 400,0 mg L™ as frondes apresentaram
sinais de clorose.

O inseticida fipronil € menos toxico para a macroéfitas L. minor (C150;7d de
3283 mg L™) e Azolla caroliniana (CI50;7d de 7855,41 mg L™) (Ignacio, 2014) do
que o carbofuran para L. minor. No entanto, os dois inseticidas classificam-se
como praticamente nao toxicos para as macrdfitas.

O elevado valor da CI50;7d do carbofuran e do imidacloprid para L. minor
(Tabela 8) pode estar relacionado ao mecanismo de agao desses inseticidas que
atuam no sistema nervoso dos insetos. Assim, como as macrofitas apresentam
fisiologia diferente dos insetos, os dois inseticidas s&o praticamente ndo toxicos
para L. minor. Entretanto esse inseticida pode ser absorvido pela raiz dessas
macrofita e causar impactos negativos nos organismos herbivoros das cadeias

tréficas aquaticas.
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3.1.3 Pomacea canaliculata

A CE50;48h média estimada do imidacloprid para P. canaliculata foi de
301,0 mg L' (Tabela 9). Com esse valor, o inseticida é classificado como
praticamente n&o toxico de acordo com a classificagdo de Zucker (1985) e pouco
téxico segundo o potencial de periculosidade ambiental do IBAMA (2015) para o

caramujo.

Tabela 9. Concentragcdo de efetiva média estimada (CE50;48h) dos inseticidas

imidacloprid e carbofuran para a macrdfita Pomacea canaliculata.

Limite CE50;48h Limite )
Inseticidas ’ Equacao Linear R
Inferior (mgL™) Superior

Imidacloprid 242,97 301,0 372,98 y=0,1384x-3,1681 0,96
Carbofuran 573,91 659,60 758,07 y=0,0857x-10,535 0,96

No controle e na concentragdo de 750 mg L' ndo ocorreu
imobilidade/mortalidade dos organismos. Nas concentragdes de 150,0; 250,0;
500,0 e 800,0 mg L' a imobilidade/mortalidade foi respectivamente 15,56%;
31,13%; 80% e 100%.

O imidacloprid € menos toxico para P. canaliculata do que thiamethoxan
(CE50:48h de 87,14 mg L) (Carraschi-Oliveira, 2014), porém os dois
neonicotindides tem a mesma classificacao ecotoxicoldgica de acordo com Zucker
(1985) e IBAMA (2015) para o caramuijo.

A temperatura da agua em todos os tratamentos durante os ensaios com
caramujo mantiveram-se entre 24 e 26 °C e o pH entre 7,0 e 8,0. Esses valores
se enquadram nos preconizados pela ABNT NBR 15088:2011 (ABNT, 2011) para
inicio dos ensaios de toxicidade.

O oxigénio dissolvido (OD) variou de 5,0 a 2,3 mg L™ no controle apés 48
horas de exposicdo enquanto que em 800 mg L™ variou de 5,1 a 2,0 mg L™,
indicando que a mortalidade do caramujo esta relacionada ao aumento da
concentracdo do inseticida e ndo a redugdo da concentragdo de oxigénio
dissolvido (Figura 5).

A condutividade elétrica variou de 170,3 a 173,1 pyS.cm™ no controle apds

48 horas de exposi¢cdo enquanto em 800 mg L™ variou de 180,2 a 248,9 uS.cm™
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(Figura 5). O aumento da condutividade elétrica foi proporcional ao aumento da
concentracéo de imidacloprid. Esse efeito pode ser devido a reacdes do inseticida
e resultar em aumento na concentragao de ions dissolvidos na agua, ou devido a
mais excretas dos animais liberadas na agua resultante do processo de

intoxicagao.
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Figura 5. Concentragcdo de oxigénio dissolvido e condutividade elétrica avaliada durante
0 ensaio de toxicidade aguda em 0, 24 e 48 horas apds a exposi¢cdo do P.

canaliculata as concentracdes de imidacloprid testadas.

A CE50;48h estimada do carbofuran para P. canaliculata foi de 659,60 mg
L™ (Tabela 9). Com o valor obtido, o inseticida se classifica como praticamente
nao téxico, de acordo com a classificagcdo de Zucker (1985), e pouco téxico,
segundo o potencial de periculosidade ambiental do IBAMA (2015) para o
caramujo.

Nao ocorreu imobilidade/mortalidade dos caramujos no controle e na
concentragcéo de 300,0 mg L™ do carbofuran. Nas concentraces de 500,0; 700,0;
900,0; 1100,0 e 1300,0 mg L' a imobilidade/mortalidade dos animais foi
respectivamente 28,9%; 53,3%; 71,1%; 84,4% e 100%.

Apods 24 horas de exposi¢ao ao carbofuran, os caramujos da concentragao
de 300 mg L™ estavam com comportamento similares aos animais do controle, ou
seja, movimentando no fundo e na parede dos aquarios. Nas demais
concentracbes todos os caramujos estavam no fundo dos aquarios sem
movimentagao.

A temperatura da dgua em todos os tratamentos durante os ensaios com

caramujo mantiveram-se entre 24,5 e 26 °C e o pH entre 7,3 e 8,0. Esses valores
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se enquadram nos preconizados pela ABNT NBR 15088:2011 (ABNT, 2011) para
inicio dos ensaios de toxicidade.

O OD variou de 5,0 a 2,2 mg L™ no controle apos 48 horas de exposi¢ao
enquanto que em 1300,0 mg L™ variou de 5,0 a 1,8 mg L™, indicando que a
mortalidade de P. canaliculata esta associada ao aumento da concentracdao de
carbofuran na agua (Figura 6).

A condutividade elétrica variou de 173,1 a 178,0 pS.cm‘1 no controle apos
48 horas de exposi¢ao enquanto em 1300,0 mg L™ variou de 173,5 a 244,3
uS.cm™ (Figura 6). O aumento da condutividade elétrica foi proporcional ao
aumento da concentracado de imidacloprid. Esse efeito pode ser devido a reagdes
do inseticida e resultar em aumento na concentragido de ions dissolvidos na agua,
ou devido a mais excretas dos animais liberadas na agua resultante do processo

de intoxicagao.
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Figura 6. Concentragdo de oxigénio dissolvido e condutividade elétrica avaliada durante
o ensaio de toxicidade aguda em 0, 24 e 48 horas apd6s a exposi¢cdo do P.

canaliculata as concentragdes de carbofuran testadas.

De acordo com os resultados obtidos para os inseticidas, P. canaliculata é
um organismo tolerante aos inseticidas estudados quando exposto a elevadas
concentracdes por curto periodo de tempo. No entanto, as CE50;48h encontrada
nesse estudo pode nortear futuros trabalhos que investiguem a toxicidade desses
inseticidas por periodos mais longos de exposicao.
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3.1.4 Oreochromis niloticus

A CL50;48h média estimada do imidacloprid para O. niloticus foi de 140,50
mg L (Tabela 10). De acordo com esse valor, o inseticida é classificado como
praticamente ndo téxico de acordo com Zucker (1985) e pouco toxico segundo o

potencial de periculosidade ambiental do IBAMA (2015).

Tabela 10. Concentracao letal média estimada (CL50;48h) dos inseticidas imidacloprid e

carbofuran para tilapia (Oreochromis niloticus).

Limite CL50;48h Limite )
Inseticidas ’ Equacao Linear R
Inferior (mgL™) Superior

Imidacloprid 124,94 140,50 158,07 y=0,4981x-16,423 0,83
Carbofuran 0,41 0,44 0,51 y =138,95x - 14,036 0,95

No controle e na concentracdo de 100,00 mg L™ de imidacloprid nzo
ocorreu mortalidade de peixes. Nas concentragdes de 130,0; 160,0; 190,0 e 220,0
mg L' a mortalidade dos animais foi 48,14%; 66,66%:; 85,17% e 100%
respectivamente.

Apesar da CL50;48h desse inseticida ser alta para tilapia e esse peixe ser
considerado tolerante, foram observados sinais de intoxicagdo como perda da
capacidade de arfagem e letargia apés 24 e 48 horas de exposicao ao
imidacloprid a partir da concentragéo de 130,0 mg L™.

O imidacloprid € menos toxico para o peixe Danio rerio com CL50;96h de
214 mg L™ (Tisler et al., 2009) do que para O. niloticus. Essa diferenca de
toxicidade entre as espécies pode estar associada a idade dos peixes, pois no
estudo de Tisler et al. (2009) foram utilizados animais adultos enquanto que no
presente estudo foram utilizados animais jovens que geralmente s&o mais
sensiveis.

A temperatura da agua e o pH durante os ensaios mativeram-se entre os
valores preconizados pela ABNT NBR 15088:2011 (ABNT 2011) para inicio dos
ensaios de toxicidade.

O OD variou de 5,3 a 2,7 mg L' no controle apds 48 horas de exposicio
enquanto que em 220,0 mg L™ de imidacloprid variou de 4,7 a 1,9 mg L™ (Figura

7). De acordo com Macédo (2004), O. niloticus tolera concentragdes muito baixas
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de oxigénio dissolvido na agua e vive bem com concentragdes de até 1,2 mg L™.
Portanto, essa variavel nao influenciou nos resultados de mortalidade.

A condutividade elétrica variou de 173,0 a 175,7 pS.cm'1 no controle
durante o ensaio enquanto que em 220 mg L™ a variacdo foi de 175,9 a 189,8
uS.cm™ (Figura 7). O aumento da condutividade elétrica foi proporcional ao
aumento da concentragcao de imidacloprid. Esse efeito pode ser devido a reagdes
do inseticida e resultar em aumento na concentragao de ions dissolvidos na agua,
ou devido a mais excretas dos animais liberadas na agua resultante do processo

de intoxicagao.
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Figura 7. Concentragdo de oxigénio dissolvido e condutividade elétrica avaliada durante
0 ensaio de toxicidade aguda em 0, 24 e 48 horas apos a exposicdo de O.

niloticus as concentragdes de imidacloprid testadas.

A CL50;48h média estimada do carbofuran para O. niloticus foi de 0,44 mg
L™ (Tabela 10). Com o valor obtido, o inseticida é classificado como altamente
téxico segundo Zucker (1985) e IBAMA (2015). Dessa forma, a tilapia pode ser
utilizada como excelente organismo bioindicador de ambientes contaminados com
carbofuran.

N&o ocorreu mortalidade dos peixes no controle e na concentragédo de 0,2
mg L. Nas concentragées de 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7 e 0,8 mg L™ a mortalidade dos
animais foi 18,51%; 44,44%; 55,55%; 70,36%; 85,17% e 100% respectivamente.
Apos 24 horas de exposigao, ocorreu 100% de mortalidade dos peixes na
concentracéo de 0,8 mg L™ de carbofuran.

Os principais sinais de intoxicagao em O. niloticus foram observados apés

24 e 48 horas de exposigéo ao carbofuran a partir da concentragdo de 0,3 mg L
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que incluem: perda da capacidade de arfagem e letargia. Assim como no presente
estudo com O. nioticus, peixes da espécie Corydoras paleatus apresentaram
perda da capacidade de arfagem quando expostos a concentragdes subletais de
carbaril (Guiloski et al., 2010).

Os carbamatos s&o inseticidas extremamente toxicos para peixes (Guiloski
et al., 2010; Wang et al., 2015). O carbofuran é mais toxico para O. niloticus do
que para Cyprinus carpio (CL50;96h de 12,25 mg L") (Resgalla Junior et al.,
2002). Essa diferenga na toxicidade pode ser devido a idade dos animais
utilizados, pois no presente estudo foram utilizados peixes jovens com peso
médio entre 1,0 e 1,5 g e no estudo de Resgalla Junior et al. (2002) foram
utilizadas carpas com 8,0 cm de comprimento.

De acordo com Mallat (1985), a toxicidade de uma determinada substancia
varia com a espécie, a idade dos individuos, o peso e o nivel tréfico. Assim, as
diferencgas de toxicidade entre os estudos podem ser devidas a esses aspectos.

A temperatura, o pH, e a condutividade da agua durante os ensaios com
carbofuran mantiveram-se entre os valores estabelecidos pela ABNT NBR
15088:2011 (ABNT, 2011) para inicio dos ensaios de toxicidade.

O OD variou de 5,4 a 2,3 mg L™ no controle durante o ensaio enquanto que
em 0,8 mg L™ variou de 5,1 a 2,9 mg L™ ap6s 24 horas de exposicao ( Figura 8).

A mortalidade dos peixes nao esta relacionada com a concentragao de OD,
pois apos 24h de exposi¢cdo ao inseticida ocorreu mortalidade de 100% dos
peixes expostos a 0,8 mg L™ e a concentragdo de OD registrada foi de 2,9 mg L
(Figura 8).
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Figura 8. Concentracdo de oxigénio dissolvido e condutividade elétrica avaliada durante

0 ensaio de toxicidade aguda em 0, 24 e 48 horas apos a exposi¢céo de O.

niloticus as concentragdes de carbofuran testadas .

3.2 Risco de intoxicagao ambiental

De acordo com os valores do quociente de risco obtidos e com a
classificagao proposta por Goktepe et al. (2004), o imidacloprid classifica-se como
um inseticida de baixo risco de intoxicagdo ambiental para D. magna, L. minor, P.
canaliculata e O. niloticus mesmo que 100% da sua maior dose recomendada
alcance um corpo d’agua de 1 ha com as profundidades de 0,3 m e 2,0 m (Tabela
11 e 12). O baixo risco do imidacloprid é devido a sua baixa dose de aplicagéao
recomendada e por ser um inseticida pouco tdéxico para os organismos aquaticos

avaliados.
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Tabela 11. Valores do quociente de risco (RQ) e suas respectivas classificagdes de risco
para imidacloprid, representados pela razao entre as diluicbes da CAE e a
CE/CI/CL50 dos organismos aquaticos avaliados, considerando-se a maior
dose recomendada para citros (200 g i.a ha™') em um corpo de agua com

area de 1 ha e profundidade de 0,3 m.

Espécies / CE, Cl e CL50

Diluigoes da

CAE D. magna L. minor P. canaliculata O. niloticus
81,13 mgL"' 34836 mgL" 301,00mg L’ 140,50 mg L™
100% CAE 0,00082 0,00019 0,00022 0,00047
0,0666 mg L™ Baixo Baixo Baixo Baixo
50% CAE 0,00041 0,00009 0,00011 0,00023
0,0333mg L™ Baixo Baixo Baixo Baixo
25% CAE 0,00020 0,00004 0,00005 0,00011
0,0166 mg L™ Baixo Baixo Baixo Baixo
12,5% CAE 0,00010 0,00002 0,00002 0,00005
0,0083 mg L™ Baixo Baixo Baixo Baixo
6,25% CAE 0,00005 0,00001 0,00001 0,00002
0,0041 mg L™ Baixo Baixo Baixo Baixo
3,12% CAE 0,00002 0,000005 0,000006 0,00001
0,0020 mg L™ Baixo Baixo Baixo Baixo
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Tabela 12. Valores do quociente de risco (RQ) e suas respectivas classificagdes de risco

para imidacloprid, representados pela razao entre as diluicbes da CAE e a

CE/CI/CL50 dos organismos aquaticos avaliados, considerando-se a maior

dose recomendada para citros (200 g i.a ha™') em um corpo de agua com

area de 1 ha e profundidade de 2,0 m.

Diluigoes da

Espécies / CE, Cl e CL50

CAE D. magna L. minor P. canaliculata O. niloticus
81,13 mgL"' 34836 mgL" 301,00mgL" 140,50 mg L™
100% CAE 0,000123 0,000028 0,000033 0,000071
0,01 mg L™ Baixo Baixo Baixo Baixo
50% CAE 0,000061 0,000014 0,000016 0,000035
0,005 mg L™ Baixo Baixo Baixo Baixo
25% CAE 0,000030 0,000007 0,000008 0,000017
0,0025 mg L™ Baixo Baixo Baixo Baixo
12,5% CAE 0,000015 0,000003 0,000004 0,000008
0,00125 mg L Baixo Baixo Baixo Baixo
6,25% CAE 0,000007 0,000001 0,000002 0,000004
0,000625 mg L™ Baixo Baixo Baixo Baixo
3,12% CAE 0,000003 0,0000008 0,000001 0,000002
0,000312 mg L™ Baixo Baixo Baixo Baixo

O carbofuran classifica-se como de alto risco de intoxicagdo ambiental para

D. magna mesmo que 3,12% da sua maior dose de aplicagdo recomendada
alcance um corpo d’agua de 1 ha com profundidade de 0,3 m. Para a mesma
situagdo com O. niloticus, o inseticida também classifica-se como de alto risco de
intoxicagao ambiental se no minimo 50% da sua maior dose recomendada atingir
0 ambiente aquatico considerado. No caso da macrdfita e do caramujo, o
risco de

carbamato classifica-se como de baixo intoxicagcdo ambiental

independente da dose (Tabela 13).
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Tabela 13. Valores do quociente de risco (RQ) e suas respectivas classificagdes de risco
para carbofuran, representados pela razao entre as diluicbes da CAE e a
CE/CI/CL50 dos organismos aquaticos avaliados, considerando-se a maior
dose recomendada para cana-de-aglcar (1750 g i.a ha™') em um corpo de

agua com area de 1 ha e profundidade de 0,3 m.

Espécies / CE, Cl e CL50

Diluigoes da

CAE D. magna L. minor P. canaliculata O. niloticus
0,011mgL" 144,41mgL" 659,60 mg L™ 0,44 mg L
100% CAE 53 0,00403 0,00088 1,325
0,583 mg L? Alto Baixo Baixo Alto
50% CAE 26,45 0,00201 0,00044 0,661
0,291 mg L Alto Baixo Baixo Alto
25% CAE 13,18 0,00100 0,00022 0,329
0,145 mg L? Alto Baixo Baixo Médio
12,5% CAE 6,54 0,00049 0,00011 0,163
0,072 mg L™ Alto Baixo Baixo Médio
6,25% CAE 3,27 0,00024 0,00005 0,081
0,036 mg L Alto Baixo Baixo Médio
3,12% CAE 1,63 0,00012 0,00002 0,040
0,018 mg L™ Alto Baixo Baixo Baixo

Na avaliagdo de risco do carbofuran para os organismos aquaticos
considerando um corpo d’agua de 1 ha com 2,0 m de profundidade, o inseticida
classifica-se como de alto risco de intoxicagdo ambiental para D. magna mesmo
que 12,5% da dose recomendada alcance o ambiente aquatico. Para O. niloticus
classifica-se como de médio risco em valores acima de 50% da CAE. Para L.
minor e P. canaliculata classifica-se como de baixo risco independente da CAE
(Tabela 14).
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Tabela 14. Valores do quociente de risco (RQ) e suas respectivas classificagdes de risco
para carbofuran, representados pela razao entre as diluicbes da CAE e a
CE/CI/CL50 dos organismos aquaticos avaliados, considerando-se a maior
dose recomendada para cana-de-aglcar (1750 g i.a ha™') em um corpo de

agua com area de 1 ha e profundidade de 2,0 m.

Espécies / CE, Cl e CL50

Diluicées da _ _ I
CAE D. magna L. minor P. canaliculata O. niloticus
0,011mgL" 144,41mgL" 659,60 mg L™ 0,44 mg L
100% CAE 7,95 0,00060 0,000132 0,1988
0,0875 mg L? Alto Baixo Baixo Médio
50% CAE 3,97 0,00030 0,000066 0,0993
0,0437 mg L™ Alto Baixo Baixo Médio
25% CAE 1,98 0,00015 0,000033 0,0495
0,0218 mg L? Alto Baixo Baixo Baixo
12,5% CAE 0,99 0,00007 0,000016 0,0247
0,0109 mg L™ Alto Baixo Baixo Baixo
6,25% CAE 0,49 0,00003 0,000008 0,0122
0,0054 mg L Médio Baixo Baixo Baixo
3,12% CAE 0,24 0,00001 0,000004 0,0061
0,0027mg L Médio Baixo Baixo Baixo

4 Conclusoes

Os riscos de intoxicagdo ambiental para os organismos aquaticos de
diferentes niveis troficos devido a contaminagdo da agua por imidacloprid nas
condicbes do presente estudo classificam-se como baixos. Assim, essa molécula
de amplo uso agricola pode ser prospectada para uso aquicola no controle de
ectoparasitas, desde que sejam realizados ensaios de eficacia e de exposi¢cao
cronica com valores abaixo de 40 mg L™ que n3o causam imobilidade do
organismo mais sensivel ao imidacloprid (D. magna).

Os riscos de intoxicagdo ambiental para L. minor e P. canaliculata devido a
contaminagdo da agua com carbofuran nas condicbes expostas no presente

estudo classificam-se como baixo. Entretanto para D. magna e O. niloticus o risco
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varia de alto a médio dependendo da diluicdo da CAE e da dimensio do corpo
d’agua. Assim, deve-se tomar cautela na utilizagdo de carbofuran, pois
concentragdes acima de 0,003 mg L provocam imobilidade do organismo mais
sensivel (D. magna).

A presenca de imidacloprid e carbofuran em um corpo hidrico causa
aumento na condutividade elétrica da agua. Essa alteragcado pode estar associada
a maior disponibilidade de ions devido a presenga dos inseticidas na agua ou ser
resultado da maior liberagdo de excretas dos animaisaquaticos provocada pelo

processo de intoxicagao.
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Resumo

Objetivou-se avaliar alteracbes hematologicas e histolégicas em dérgéos alvo de
tilapias (O. niloticus) expostas a concentragdes subletais dos inseticidas
imidacloprid e carbofuran e avaliar as variaveis de qualidade de agua durante os
ensaios de toxicidade crbnica. Peixes com peso médio entre 65 e 70 g foram
aclimatados por dez dias em sala de bioensaio e depois submetidos a ensaios de
toxicidade cronica conforme procedimentos da ABNT NBR 15499:2007. As
concentragbes utilizadas nos ensaios de toxicidade crbnica para imidacloprid
foram 1,405; 2,810; 14,050 e 28,100 mg L' e para carbofuran foram 0,0044;
0,0088; 0,0440 e 0,0880 mg L. As variaveis de qualidade de agua foram
registradas em 1, 3, 5 e 7 dias apos exposicdo com auxilio de sonda
multiparametrica. Ao final dos ensaios (sete dias), foram coletados amostras de
sangue por punc¢ao da veia caudal e de 6rgaos (branquia, figado, rim e génada)
para avaliagdo histoldgica. A exposicao de O. niloticus as concentracbes de
imidacloprid acima 14,050 mg L™ reduziram o nimero de eritrécitos e o teor de
proteinas plasmaticas totais. O carbofuran na concentracdo de 0,0880 mg L™
aumentou o numero trombdcitos, reduziu 0o numero de eritrocitos e causou
leucocitose nos peixes. Concentragdes subletais de imidacloprid e carbofuran
causaram congestdo sanguinea, aumento do epitélio interlamelar e
desestruturacdo da lamela secundaria nas branquias. A necrose foi uma das
principais alteragdes histolégicas causadas pelos inseticidas no figado, rim e
gbnada dos peixes. A diluigdo de imidacloprid e carbofuran aumenta a
condutividade elétrica da agua. A presenga dos inseticidas imidacloprid e
carbofuran em ambientes aquaticos pode comprometer o funcionamento dos
orgaos, prejudicar a saude e a sobrevivéncia de O. niloticus.

Palavras-chave: toxicidade, sangue, estresse, necrose, neonicotindide,
carbamato.
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Abstract

The aims were to evaluate hematological and histological changes in different
target organs of tilapia (O. niloticus) exposed to sublethal concentrations of
imidacloprid and carbofuran and evaluate the quality variables of water during the
chronic toxicity tests. Fish with an average weight between 65 and 70 g were
acclimated for ten days in bioassay room and then subjected to chronic toxicity
testing procedures as ABNT NBR 15499: 2007. The concentrations used in
chronic toxicity tests for imidacloprid were 1,405; 2,810; 14,050 and 28,100 mg L
and for carbofuran were 0.0044; 0.0088; 0.0440 and 0.0880 mg L. The water
quality variables were recorded at 1, 3, 5 and 7 days after exposure with the help
of multi-parameter probe. At the end of experiment (seven days), blood samples
were collected by caudal vein puncture and organs (qill, liver, kidney and gonads)
were collected for histological evaluation. The exposure to O. niloticus at the
imidacloprid concentrations above 14,050 mg L” reduced the number of
erythrocytes and the level of total plasma proteins. Carbofuran at a concentration
of 0.0880 mg L™ increased the thrombocyte number, reduced the number of
erythrocytes and caused a leukocytosis fish. Sublethal concentrations of
imidacloprid and carbofuran caused blood congestion, increased interlayer
epithelium and disruption of the secondary lamella gills. Necrosis was one of the
main hitopathological changes caused by insecticides in the liver, kidney and
gonad of fishes. The diluition imidacloprid and carbofuran increases the electrical
conductivity of water. The presence of imidacloprid and carbofuran in aquatic
environments can caused damage in the functioning of the organs, impair the
health and survival of O. niloticus.

Keywords: toxicity, blood, stress, necrosis, neonicotinoid, carbamate.

1 Introducao

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) é a espécie de peixe mais cultivada
no Brasil, representando 43,1% da produgao de peixes no pais (IBGE, 2013) com
excelente aceitagdo no mercado consumidor (Zimmermann e Hasper, 2004).
Apesar de ser originaria da Africa, a tilapia foi introduzida na maioria dos paises
tropicais e subtropicais para utilizacdo em pisciculturas e tornou-se o peixe de
agua doce de maior importancia na aquicultura mundial (Santos et al., 2008).

A utilizagcdo de agrotdéxicos nas areas agricolas pode resultar em
contaminagdes de ambientes aquaticos adjacentes por residuos desses
compostos toxicos (Veiga et al., 2006, Tang et al., 2013, Kuzmanovic¢ et al, 2015).
As aguas contaminadas por agrotoxicos podem intoxicar ou comprometer a saude
de espécies de peixes de cultivo e de outros organismos aquaticos nao alvos
(Boran et al., 2010, Qi et al., 2013, Harabawy e Ibrahim, 2014).
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@) imidacloprid [1-(6-chloro-pyridin-3-ylmethyl)-N-nitroimidazolidin-2-
ylideneamine] € um inseticida do grupo quimico dos neonicotindides e é utilizado
mundialmente para controle de insetos sugadores de culturas (Tomizawa e
Casida, 2005). Por ser um inseticida pouco toxico para peixes e outros
organismos aquaticos (Tisler et al., 2009, Qi et al., 2013), o imidacloprid € um
inseticida com potencial de uso aquicola para o controle de parasitas em peixes.

O carbofuran (2,3-dihydro-2,2-dimethylbenzofuran-7-yl methylcarbamate) é
um inseticida, acaricida e nematicida de largo espectro de agao do grupo quimico
dos carbamatos muito utilizado na agricultura brasileira. Por se um inseticida
muito toxico para peixes (Bretaud et al., 2000, Campos-Garcia et al., 2015), teve
seu registro para uso agricola cancelado nos Estados Unidos e Europa (USEPA,
2006).

A exposicdo de peixes a substancias quimicas pode induzir alteragdes
hematoldgicas e histologicas nesses organismos (Nandan e Nimila, 2012,
Harabawy e lbrahim, 2014). Os parametros sanguineos sao considerados
indicadores fisiohistopatolégicos e sao importantes no diagndstico do estado
estrutural e funcional de peixes expostos a situacdes de estresse. A avaliacao
hematoldgica é um dos métodos mais comuns que permitem a determinacéo de
efeitos subletais de contaminantes em peixes (Adhikari et al., 2004,Ural, 2013 ).

Os parametros histopatolégicos sdo muito sensiveis e cruciais para
determinacao de alteracdes celulares que podem ocorrer em peixes, uma vez que
as caracteristicas histologicas de o6rgaos alvo podem expressar diferentes
alteracbes decorrentes de condi¢gdes ambientais adversas. Essas analises podem
identificar os 6rgaos mais afetados e diferengas na sensibilidade dos organismos
em relagdo aos niveis de substancias toxicas (Dutta, 1996, Guimaraes et al.,
2007, Nandan e Nimila, 2012). Os principais 6rgaos afetados pelos compostos
téxicos sédo branquias, figado, rim e gbnadas (Cufia et al., 2011, Shiogiri et al.,
2012, Husak et al., 2014).

As branquias sdo os orgaos primeiramente afetados por substancias
téxicas por estarem em contato direto com a agua do meio e serem ricamente
vascularizadas, sendo sensivel o bastante para indicar efeitos iniciais de baixas
concentragbes de xenobidticos (Pawert et al., 1998). As principais alteragbes
observadas nas branquias de peixes submetidos a concentragdes de agrotdxicos
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sao fusdo das lamelas, hiperplasia lamelar e necrose das células epiteliais (Boral
et al., 2010, Shiogiri et al., 2012).

O figado é o principal 6rgdao envolvido na detoxificagdo e metabolismo,
compostos toxicos podem afetar o metabolismo de lipideos e carboidratos e
indiretamente afetar o funcionamento de outros érgdos (Jimenez e Stegman,
1990). O inseticida carbosulfan, em concentragdes subletais, causa necrose dos
hepatdcitos e edema intercelular no figado de peixes (Capkin et al., 2010).

O rim é um 6rgao vital que atua na manutencédo da homeostase. Esse
orgao esta envolvido na remogado de impurezas do sangue, além de ajudar a
manter o volume e o pH do sangue e dos fluidos corpdreos (Igbal et al., 2004).
Uma das principais alteragcdes provocadas por agrotdoxicos em peixes € a necrose
das células tubulares (Nadam e Nimila, 2012).

As gbnadas sdo orgaos indispensaveis para reproducdo dos peixes e
muitos contaminantes aquaticos atuam como desreguladores endocrinos. Os
contaminantes sdo capazes de inibir ou mimetizar a fungao de horménios naturais
nos seres vivos e alterar as fungdes e as estruturas do sistema enddcrino
(Johnson et al., 1993).

Ndo obstantes esses conhecimentos citados, existem informacgdes
limitadas a respeito dos efeitos da exposicdo de peixes a concentragdes subletais
dos inseticidas imidacloprid e carbofuran nos parametros hemato-histolégicos dos
peixes. Os estudos existentes normalmente avaliam os efeitos dos agrotoxicos
em um unico 6rgdo alvo, mas a saude do animal depende do funcionamento
adequado de um conjunto de 6rgaos que podem ser afetados por meio da
exposigcao a esses inseticidas.

Objetivou-se avaliar alteragdes hematoldgicas e histoldgicas em diferentes
orgaos alvo de tilapias (O. niloticus) expostas a concentragdes subletais dos
inseticidas imidacloprid e carbofuran e avaliar as variaveis de qualidade de agua

durante os ensaios de toxicidade crénica.

56



Juliana Heloisa Piné Américo-Pinheiro Orientador — Dr. Joaquim Gongalves Machado Neto

2 Material e Métodos

O projeto de pesquisa desse estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais (CEUA), da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da
UNESP, Campus de Jaboticabal — SP (Protocolo n° 021534/14).

Os ensaios de toxicidade cronica com O. niloticus, coleta de material
biolégico e analises hematolégicas foram realizados no Nucleo de Estudos e
Pesquisas Ambientais em Matologia (NEPEAM), da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias da UNESP, Campus de Jaboticabal — SP. Os peixes
revertidos sexualmente (machos) foram fornecidos pelo Centro de Aquicultura da
UNESP (CAUNESP).

As rotinas histolégicas foram realizadas no Laboratério de Anatomia da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da UNESP, Campus de
Jaboticabal — SP.

Nos ensaios, foi utilizado o inseticida neonicotindide imidacloprid (CAS n°
138261-41-3) na formulagdo comercial Provado SC® (200 g L™") e o carbamato
carbofuran (CAS n° 1563-66-2) na formulagdo comercial Furadan SC® (350 g L™).

2.1 Ensaios de toxicidade cronica

Os exemplares de O. niloticus, com peso médio entre 65 e 70 g foram
previamente aclimatados por dez dias em sala de bioensaio em caixas com
capacidade de 250 L, fotoperiodo de 12 horas, a temperatura de 25 £ 2°C, com
aeragao continua promovida por bombas de ar e alimentados uma vez ao dia, ad
libitum, com racdo comercial com teor de 40% de proteina.

As caixas de aclimatagao foram sifonadas uma vez ao dia para remogao de
matéria organica em decomposicao (restos de ragdo e excretas dos animais). O
pH foi mantido entre 6,5 e 7,5, 0 oxigénio dissolvido permaneceu acima de 5,0
mg L e a condutividade entre 170,0 e 180,0 uS.cm™ (ABNT NBR 15499: 2007).
Os peixes nao foram alimentados 24 horas antes da realizagao dos ensaios.

As concentragdes utilizadas nos ensaios de toxicidade crbénica com O.
niloticus foram baseadas no valor estimado da CL50;48h de 140,50 mg L™ para

imidacloprid e de 0,44 mg L para carbofuran, determinadas nos ensaios de
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toxicidade aguda. Os peixes foram expostos a concentragbes subletais dos
inseticidas de acordo com os seguintes quocientes: CL50/100, CL50/50, CL50/10,
CL50/5 e um controle conforme ABNT NBR 15499:2007 (Tabela 1).

Tabela 1. Valores de quociente e respectivas concentracdes utilizadas nos ensaios de

toxicidade crénica do imidacloprid e carbofuran para tilapia, O. niloticus

Concentragdes testadas dos inseticidas (mg L")

Inseticidas
CL50/100 CL50/50 CL50/10 CL50/5
Imidacloprid 1,405 2,810 14,050 28,100
Carbofuran 0,0044 0,0088 0,0440 0,0880

O delineamento experimental utilizado nos ensaios foi inteiramente ao
acaso com cinco tratamentos e nove repeticdes. Cada repeticao foi composta por
um aquario com um peixe.

As varidveis de qualidade de agua pH, oxigénio dissolvido (mg L™),
temperatura (°C) e condutividade elétrica (us cm™") foram mensuradas em 1, 3, 5
e 7 dias apos exposigdo aos inseticidas com auxilio de uma sonda
multiparamétrica modelo YSI 556 MPS. Os valores das variaveis de qualidade de
agua nos ensaios com imidacloprid e carbofuran se enquadram nos estabelecidos
pela ABNT NBR 15499:3007 para inicio dos ensaios de toxicidade crénica.

Ao final do periodo de exposicdo (sete dias) aos inseticidas foram
realizadas coletas de amostras de sangue para analises hematolégicas e de

tecidos (branquia, figado, rim e gbnada) para avaliagao histolégica.
2.2 Analises hematolégicas

Ao final do periodo experimental de sete dias foram coletadas amostras de
sangue por meio de venopungado caudal de todos os peixes, com auxilio de
seringas heparinizadas. As amostras de sangue foram utilizadas para
determinar o numero de eritrécitos (RBC: red blood cells), a taxa de hemoglobina
(Hb), o hematdcrito (Ht), o teor de proteinas plasmaticas totais, a contagem total e
diferencial de leucdcitos (Lc) e contagem de trombdcitos.

O numero de eritrocitos foi determinado por meio de contagem visual em

camara de Newbauer utilizando-se como diluente uma solugéo salina a 0,7%. A
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taxa de hemoglobina foi obtida pelo método de cianometahemoglobina com leitura
realizada em espectrofotometro (Ranzani-Paiva et al., 2013).

O hematdcrito foi determinado pela técnica do microhematécrito validada
por Goldenfarb et al. (1971). O microcapilar heparinizado foi preenchido com
sangue em 2/3 do seu volume total e vedado em uma das suas extremidades com
massa de modelar. Apos a vedacéo, o capilar foi levado a microcentrifuga propria
e centrifugado a 12.000 rpm durante cinco minutos. Os dados foram obtidos por
meio de cartela de afericdo dos valores de hematdcrito.

Apo6s a medida do hematdcrito, foi determinado o parametro de proteinas
plasmaticas totais (PPT) a partir do plasma remanescente no microcapilar apos a
centrifugacédo. Para esse procedimento, o microcapilar foi quebrado acima da
capa leucocitaria e o plasma, colocado sobre o prisma do refratdmetro no qual foi
realizada a leitura (Ranzani-Paiva et al., 2013).

A partir dos valores obtidos para numero de eritrocitos, taxa de
hemoglobina e hematécrito foram calculados os indices hematimétricos: volume
corpuscular médio (VCM) e concentragcdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM). O VCM foi determinado por meio da relagédo entre o hematocrito e o
numero de eritrocito, o que permite avaliar o volume dos eritrocitos. O CHCM foi
obtido pela relagao entre a taxa de hemoglobina e o hematdcrito que se refere a
concentracao de pigmento hematico nos eritrocitos (Wintrobe, 1934).

Duas laminas de extensdo sanguinea para cada peixe foram
confeccionadas e coradas com May Grunwald-Giemsa-Wright (MGGW) pelo
método de Rosenfeld (1947). Nessas laminas foram realizadas as contagens total
e diferencial de leucdcitos (Leuc) em mondcitos (Mono), neutrdfilos (Neut),
eosinodfilos (Eos), basofilo (Bas), linfocitos (Linf) e de trombdcitos (Tr)). O numero

absoluto de Leuc e Tr foi determinado pelo método indireto.

2.3 Analises histologicas

ApoOs a coleta das amostras de sangue, trés peixes do controle e das
demais concentracbes testadas dos inseticidas foram eutanasiados por
descerebracdo para coleta de amostras dos 6rgaos.

As amostras coletadas de branquias, figado, rim e gbnadas foram imersas

em solugao aquosa fixadora de formaldeido a 10%, por 24 horas. Apos a fixagao,
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as amostras dos tecidos foram submetidas a desidratagdo (em séries crescentes
de etanol/agua), diafanizacdo e inclusdo em parafina plastica (Histosec® - Merck).
Na sequéncia, foram realizados cortes de 5 ym de espessura em microtomo
automatico (Leica RM-2155). Os cortes foram corados com Hematoxilina-Eosina
(HE) e acido periédico de Schiff (PAS) de acordo com metodologia proposta por
Behmer et al. (1976).

2.4 Analise estatistica dos dados

Os ensaios foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado,
com 5 tratamentos e 9 peixes por tratamento. Para determinacao das variaveis
hematolégicas foram coletados sangue dos 9 peixes de cada tratamento. Para a
avaliacdo das alteragdes histologicas foram coletados branquias, figado, rim e
gbnadas de 3 peixes por tratamento escolhidos de forma aleatoria.

Os dados hematoldgicos foram submetidos a analise de variancia
utilizando o procedimento estatistico Statistical Analysis (SAS, 2002). As médias
dos tratamentos foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. O

modelo matematicos utilizado para avaliagédo hematoldgica foi:
Yij=m + Ti + eij, sendo:
Yij = valor observado para a caracteristica analisada;
m = média geral;

Ti = efeito das concentracdes dos inseticidas i, com i variandode 1a5e

eij= erro experimental.
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3 Resultados e Discussao

3.1 Imidacloprid
3.1.1 Ensaio de toxicidade cronica

A temperatura da agua, pH e concentragdo de oxigénio dissolvido (OD)
durante os sete dias do ensaio manteve-se entre os valores preconizados pela
ABNT NBR 15499:2007 para inicio dos ensaios.

Durante o periodo do ensaio, a condutividade elétrica variou de 201 a 278
uS.cm™ no controle enquanto que em 28,100 mg L™ variou de 220 a 295 uS.cm™
(Figura 1). O aumento da condutividade elétrica foi proporcional ao aumento da
concentracdo de imidacloprid, isso indica que o inseticida pode estar
proporcionando um aumento no numero de ions dissolvidos na agua ou devido ao

processo de intoxicagdo os animais estejam liberando mais excretas.
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1 3 5 7
Periodo de avaliagdo (dias)

—0,0mgL-1 —1,405 mg L-1 281mgL-1 —1405mgL-1 —28,1 mgL-1

Figura 1. Condutividade elétrica avaliada durante o periodo de exposigdo no ensaio de

toxicidade cronica do imidacloprid para O. niloticus.

Apos 24 horas de exposi¢cao ao imidacloprid, todos os peixes expostos a
maior concentragdo testada (CL50/5 = 28,100 mg L") ficaram com a coloragao
mais escura até o final do periodo experimental. As mudancas na coloragao

externa dos peixes podem indicar situagbes de estresse (Vaz et al., 2007).
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Apos 96 horas (4 dias), os peixes expostos a 28,100 mg L™ do inseticida
apresentaram sinais de intoxicagdo como letargia e perda da capacidade de

arfagem. Apés 120 horas (5 dias) ocorreu mortalidade de 33,33% dos animais
3.1.2 Parametros hematolégicos

O percentual de hematécrito e a taxa de hemoglobina nao foram alterados
nos peixes expostos por sete dias a concentragdes subletais do imidacloprid em
relacdo aos peixes ndo expostos ao inseticida (Tabela 2).

De acordo com Ranzani-Paiva et al. (2013), o percentual de hematdcrito
reflete a proporcdo de eritrécitos no sangue em relagdo a quantidade de
leucocitos, trombdcitos e plasma sanguineo. Devido a pouca variabilidade e
baixa margem de erros durante a sua determinacédo, € considerado como uma
das variaeis hematoloégicas mais confiaveis.

Nos peixes expostos a 14,050 e 28,100 mg L™ de imidacloprid ocorreu
reducao significativa no numero de eritrécitos (RBC) em relagdo aos peixes nao
expostos ao inseticida (Tabela 2). Os eritrocitos sdo as células mais abundantes
na circulagao; sua principal fungdo € transportar oxigénio e gas carbdnico, por
meio da combinagdao da hemoglobina com oxigénio, formando a oxihemglobina
nos orgaos respiratérios e ocorrendo a posterior troca pelo gas carbonico tecidual
(Ranzani-Paiva, 2007).

A redugdo do numero de eritrécitos € um indicativo de agravamento do
estado de saude do peixe. Esse tipo de alteragao afeta o transporte de oxigénio e
pode estar relacionada com o processo de inflamacado das lamelas branquiais
provocado por intoxicagdes (Vosyliené, 1999). O decréscimo no numero dessas
células em peixes expostos a substdncias téxicas indica uma inibicdo na
producado das mesmas ou aumento da sua destruigdo (Tavares-Dias et al., 2002)

No catfish europeu (Silurus glanis) em exposi¢céo aguda (96 horas) a 4,0 mg
L™ do inseticida organofosforado diazinon também ocorreu reducdo do niimero de
eritrocitos (Koprictu et al., 2006). Os organofosforados assim como os
neonicotindides atuam no sistema nervoso, assim mesmo comparando-se
especies diferentes observa-se que o tipo de alteracio foi semelhante para esses
inseticidas.
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Tabela 2. Valores médios e erro padrdo das variaveis hematologicas de tilapias, O.

niloticus, expostas a concentracbes subletais do inseticida imidacloprid

durante sete dias.

Concentragoes Hematécrito Hemoglobina Eritrécitos
(mg L™ (%) (gdL™ (10° células mm™)
Controle 22,50 £ 1,44 7,56 £ 0,59 1,39+ 0,07 A
1,405 23,50 £ 0,79 8,39+ 0,43 1,38 £ 0,04 A
2,810 22,61 +1,25 8,31+0,43 1,36 £ 0,05 A
14,050 21,16 £ 1,26 7,49 + 0,34 1,19+ 0,03 B
28,100 21,16 £ 0,46 7,73+0,22 1,20+ 0,02 B
F 0,83™ 0,99™ 3,78**
CV (%) 14,96 16,16 11,71
DMS 4,47 1,72 0,16

"®: Nao significativo. ** Significativo a 0,01%.

A,B: letras distintas na mesma coluna diferem significativamente entre si pelo teste Tukey

(p<0,05). Controle: peixes ndo expostos ao inseticida. Eritrocitos: RBC (red blood cells).

CV: coeficiente de variacdo. DMS: diferenga minima significativa.

Os indices hematimétricos (VCM e CHCM) dos peixes expostos as

concentragcdes de imidacloprid ndo foram alterados significativamente em relagao

aos peixes nao expostos (Tabela 3). Os valores de VCM e CHCM sé&o utilizados

para avaliar o estresse e demonstram o estado fisiolégico do animal (Matos e
Matos, 1995, Tavares-Dias e Moraes, 2004).
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Tabela 3. Valores médios e erro padrao dos indices hematimétricos de tilapias, O.
niloticus, expostas a concentracbes subletais do inseticida imidacloprid

durante sete dias.

Concentracoes Volume corpuscular Concentragao de hemoglobina

(mg L™ médio (fL) corpuscular média (g dL™)
Controle 166,82 £ 7,16 35,81 2,23
1,405 171,42 £ 6,12 35,64 £+ 1,20
2,810 165,94 * 8,09 37,02 +£1,30
14,050 176,52 £ 7,94 36,30 + 2,33
28,100 176,77 £ 4,12 36,52 + 0,50
F 032" 0.04™
CV (%) 15,91 22,27
DMS 36,74 10,87

"**Nao significativo.
Controle: peixes ndo expostos ao inseticida. CV: coeficiente de variacdo e DMS:

diferenga minima significativa.

Nas tilapias expostas a 28,100 mg L™ ocorreu um aumento significativo do
numero de trombdcitos em relagdo ao grupo controle ndo exposto ao inseticida
(Tabela 4). Os trombdcitos sao células de defesa organica responsaveis pela
coagulagdo sanguinea e muitas vezes desempenham fungdo fagocitica
(Matushima e Mariano, 1996; Tavares-Dias et al., 2007).

Esse efeito também foi observado em pacu (P. mesopotamicus) tratado
durante cinco dias com 50 mg L™ do inseticida teflubenzuron (Ikefuti, 2012).

Nos peixes expostos a 14,050 e 28,100 mg L™ de imidacloprid observou-se
uma reducgao significativa no teor de proteinas plasmaticas totais em relagdo aos
peixes nao expostos (Tabela 4). De acordo com Swenson (1996), a redugéo de
proteinas plasmaticas como albumina, globulina e fibrinogénio estdo associadas a
alteracdes hepaticas graves.

As proteinas do sangue sao consideradas excelentes ferramentas para
avaliagao da condigao ecoldgica, bioquimica e fisiolégica do peixe, pois atuam no
transporte de varios metabdlitos além de proteger o organismo contra infecgdes e
acao de xenobioticos (Kovyrshina e Rudneva, 2012). A determinagdo dessas

proteinas representa um dos mais importantes indicadores de efeitos negativos
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provocados por estresse e contaminagdo aquatica em peixes (Tayel et al., 2007,

Saravanan et al., 2011).

Tabela 4. Valores médios e erro padrdo do trombograma e do teor de proteinas
plasmaticas de tilapias, O. niloticus, expostas a concentragdes subletais do

inseticida imidacloprid durante sete dias.

Concentragoes Trombécitos Proteinas plasmaticas totais
(mg L™ (células pL™) (gdL™)
Controle 20762,26 + 2686,62 B 2,84 + 0,05 AB
1,405 38467,11 + 4929,78 AB 3,09+ 0,17 A
2,810 30373,58 + 4865,94 AB 2,55+ 0,09 BC
14,050 30428,37 + 3049,86 AB 211+0,12C
28,100 41388,24 + 3866,41 A 2,11+0,04C
F 5,08** 1515,53***
CV (%) 26,14 13,02
DMS 1610,10 0,44

**. Significativo a 0,01%. *** Significativo a 0,001%
A,B,C: letras distintas na mesma coluna diferem significativamente entre si pelo teste
Tukey a 5% de probalidade (P<0,05).Controle: peixes ndo expostos ao inseticida. CV:

coeficiente de variagdo e DMS: diferenga minima significativa.

No peixe asiatico Monopterus albus em exposicdo aguda (96 horas) ao
inseticida endolsufan (0,0007 mg L) nao foi observado alteragdo no teor de
proteinas plasmaticas (Siang et al., 2007). Mesmo com o endolsufan, sendo um
inseticida mais toxico que o imidacloprid (Siang et al., 2007), os resultados do
presente estudo diferem dos encontrados em M. albus; possivelmente devido ao
maior tempo de exposigao (sete dias) de O. niloticus ao inseticida.

Nas tilapias expostas a todas as concentragées subletais testadas de
imidacloprid ocorreu aumento significativo no numero de leucécitos totais,
neutréfilos e linfocitos em relagdo ao grupo controle. O numero de mondécitos
aumentou significativamente apenas nos peixes expostos a 28,100 mg L™ em
relagéo aos peixes do controle (Tabela 5).

Quando a qualidade da agua é alterada por substéncias toxicas, ocorre a

leucocitose, uma reacgao fisioloégica normal do peixe contra substancias estranhas
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(Nussey et al., 1995). O aumento no numero de leucécitos também auxilia na
remocao de detritos celulares, tecidos necrosados e estimulam os parametros
imunoldgicos de defesa (John, 2007).

Nao foram observadas a presencga de eosindfilos e baséfilos no sangue dos
peixes de todos os tratamentos inclusive do grupo controle. De acordo com Thrall
2007, raramente ha relatos de eosindfilos e baséfilos em extensdes sanguineas

de osteictes.

Tabela 5. Valores médios e erro padrao do leucograma de tilapias, O. niloticus, expostas

a concentracdes subletais do inseticida imidacloprid durante sete dias.

Concentragoes 'Células ;
(mg L (células pL™)
Leucécitos Monécitos Neutréfilos Linfocitos
Controle 24036,27 B 2274,92 B 5048,07 B 16058,43 B
(£2539,25) (£298,04) (£555,38) (£1612,66)
1,405 48423,41 A 3697,81 AB 7594,77 A 37026,34 A
(£3496,92) (£651,00) (£746,87) (x2621,88)
2,810 53263,09 A 3543,46 AB 7171,22 A 43103,08 A
(£3550,87) (£395,49) (£750,31) (£2780,04)
14,050 50369,11 A 3110,51AB 7438,26 A 38747,28 A
(£3791,08) (£136,58) (+468,37) (£2852,36)
28,100 56337,32 A 4229,10 A 6369,09 A 45939,51 A
(£3495,92) (x244,61) (£364,99) (x2672,89)
F 12,48*** 5,12** 14,75*** 14,42
CV (%) 25,65 22,35 29,68 25,73
DMS 1771,52 1578,64 1421,02 1253,31

**: Significativo a 0,01%. ***: Significativo a 0,001%
A,B: letras distintas na mesma coluna diferem significativamente entre si pelo teste Tukey
a 5% de probalidade (P<0,05). Controle: peixes ndo expostos ao inseticida. CV:

coeficiente de variagdo. DMS: diferenga minima significativa.
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3.1.3 Histologia
3.1.3.1 Branquias

As branquias de O. niloticus do grupo controle apresentaram constitui¢cao
caracteristica de peixes teledsteos, compostas por lamelas primarias e lamelas
secundarias. As lamelas primarias foram constituidas por cartilagem que as
sustenta, no seu interior encontra-se um vaso sanguineo de onde partem as
lamelas secundarias. As lamelas secundarias sao formadas por células mucosas
e ceélulas pilares. Entre as lamelas secundarias encontra-se o espacgo interlamelar
constituido por células mucosas, células de revestimento e células cloreto (Figura
2A). Estas caracteristicas foram similares as observadas por Henares et al. (2008)
em O. niloticus e por Carraschi-Oliveira et al. (2014) em P. mesopotamicus.

Nos peixes expostos a todas as concentracdes subletais do imidacloprid
ocorreu congestdao sanguinea no interior da lamela secundaria, aumento do
epitélio interlamelar (Figura 2B) e desestruturacdo da lamela secundaria (Figura
2C). Apenas nos peixes expostos a 28,100 mg L™'de imidacloprid ocorreu edema

subepitelial na lamela secundaria (Figura 3D e Tabela 6)

Tabela 6. Alteragbes histolégicas em branquias de tilapias, O. niloticus, apés 7 dias de

exposicao a concentragdes subletais de imidacloprid.

Concentragées (mg L")

Alteragoes
Controle 1,405 2,810 14,050 28,100
Congestao sanguinea X X X X
Aumento do epitélio interlamelar X X X X
Edema subepitelial -- -- -- X
Desestruturacao da LS X X X X

Controle: peixes ndo expostos ao inseticida. X: presenga da alteragdo. --: auséncia de

alteragao. LS: lamela secundaria.
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Figura 2. Fotomicrografias de branquias de Oreochromis niloticus. (A) Controle nao

exposto ao imidacloprid. (B) Congestdo sanguinea (CS) e aumento do epitélio
interlamelar (AEl) em peixe exposto a 2,810 mg L' de imidacloprid. (C)

Desestruturagao da lamela secundaria (DLS) em peixe exposto a 2,810 mg L”

' de imidacloprid. (D) Edema em peixe exposto a 28,100 mg L' de

imidacloprid. LP: lamela primaria e LS: Lamela secundaria. Coloragdo PAS.

Em branquias do peixe Cirrhinus mrigala exposto a concentragdes subletais
do piretréide lambda-cyhalotrin (0,0003 mg L) durante dez dias foi observado
alteragcdes semelhantes a desse estudo como aumento do epitélio lamelar e
edema (Velmurugan et al., 2007).

A exposicado de O. niloticus a concentragdes subletais do organofosforado
trichlorfon (0,25 mg L) também provocou congestdo sanguinea e edema nas
branquias dos peixes apdés 72 horas de exposicdo (Guimaraes et al, 2007).
Congestdo sanguinea nas lamelas secundarias e edema subepitelial também
ocorreram nas branquias de O. niloticus expostas a 50 mg L™ do herbicida diquat

em ensaios de toxicidade aguda com duragao de 96 horas (Henares et al., 2008).
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As branquias sdo os indicadores mais apropriados de exposicdo a
xenobidticos, pois sdo muito vulneraveis a substancias toxicas e estdo em contato
direto com a agua do meio (Alazemi et al., 1996). Altera¢des no tecido branquial
dos peixes como congestdo sanguinea, aumento do epitélio lamelar e edema
comprometem o fluxo sanguineo e dificultam as trocas gasosas nas branquias,
além de alterar a homeostase dos animais (Melletti, 2004).

A ocorréncia de congestao sanguinea nas lamelas secundarias podem ser
uma tentativa do peixe em diminuir as trocas gasosas e assim reduzir a absorgao
de substancias toxicas pela estrutura branquial (Henares et al., 2008).

Apesar de o imidacloprid ser considerado um inseticida praticamente nao
toxico para peixe (Tisler et al., 2009), observou-se que peixes expostos a
concentragdes subletais desse neonicotindide por um periodo de sete dias podem
sofrer alteragbes histopatdgicas nas branquias que comprometem a saude e o

bem estar do animal.
3.1.3.2 Figado

O figado de O. niloticus do controle apresentou organizagao cordonal do
arranjo dos hepatécitos, formando um conjunto de células em contato direto com
os capilares sinusdides. Os hepatécitos apresentaram formato hexagonal
levemente arredondado, com nucleo (baséfilo) centralizado e citoplasma aciddfilo
com a presenca de granulos de glicogénio (Figura 3A).

No figado dos peixes expostos a todas as concentragdes de imidacloprid
ocorreu hipertrofia dos hepatdcitos com nucleos deslocados para a periferia das
células e estase no interior dos capilares sinusoéides (Figura 3B e Tabela 7)

Os granulos de glicogénio ocorreram nos hepatécitos de O. niloticus
expostos a 2,810 e 28,100 mg L' de imidacloprid, enquanto que pontos de
necrose ocorreram em tilapias expostas a 28,100 mg L'1(Figura 3B e Tabela 7). A
reducdo do estoque de glicogénio € um tipo de alteracado provocada em resposta
ao estresse ambiental (Teh et al., 1997).

O figado é o principal reponsavel pela desintoxicagdo sendo um dos 6rgaos
que mais apresenta alteragbes morfoldgicas em peixes expostos a agrotdxicos
(Dutta et al., 1993). Alteracdes no figado podem ser uteis como biomarcadores de

exposicao a agentes estressores (Velmurugan et al., 2007).
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Pontos de necrose no figado também foram observados em Gambusia
affinis expostos durante 20 dias a 0,00025 mg L' de deltametrina (Cengiz e Unlu,
2006) .

Tabela 7. Alteragdes histolégicas em figado de tilapias, O. niloticus, apds sete dias de

exposicdo a concentragdes subletais de imidacloprid.

Concentragdes (mg L'1)

Alteracoes
Controle 1,405 2,810 14,050 28,100
Granulos de glicogénio X -- X -- X
Hipertrofia dos hepatécitos -- X X X X
Nucleos deslocados* -- X X X X
Estase no capilar sinuséide X X X X
Pontos de necrose X

Controle: peixes ndo expostos ao inseticida.*Nucleos deslocados para periferia da célula.

X: presenca da alteragao. --: auséncia de alteracéo

70



Juliana Heloisa Piné Américo-Pinheiro Orientador — Dr. Joaquim Gongalves Machado Neto

[ L ax
e R (ko oS,
» - 0 g .
SR ek NP b,
! VA WA ‘J‘ %
2 . 22 b
L] e > WE A
” e ' ‘&Q 3 A\
ol . ' :
h > 4 ol
3 . > X T 3
1 -~ : ! '15‘ -~ 3 3 2 4
- A ~— St
o > la
A G-
. . \ N <
‘. \r ‘A
. GG
. s ve i, JIo
; e ’
3
A \ b
oy T
| 31 . ‘. »d B L 2 _d 1
< 2g & Y ¥ |
v A Ry e . - !
f N : Sl k
S + [ "
. 2 20 B S . ,,
% e & . v-s-»'."‘ {
.‘.}A:, -
A ™ J i) '. ¥
¢ 2P » B
8 ’ P v
‘\t i . M - - )
.' ' vy \
R, e & < )
¥ : % ol E 57
Wt 2 N E 2% ; &< S
4 PreakhVan - -
4 b -, iy I 3 e
- Py ’ »
&~ A a ~
i BY 3 : 5 g ST 1 /
B ? 2 3 - - v v :\
b . . . A " 2o
- . S y ®, o -5 W o T

Figura 3. Fotomicrografias de figado de Oreochromis niloticus. (A) Controle ndo exposto
ao imidacloprid com muitos granulos de glicogénio (GG) no interior dos
hepatdcitos. (B) Hipertrofia dos hepatécitos, deslocamento do nucleo para
periferia da célula (asterisco), estase no capilar sinuséide (E) e ponto de
necrose (N) em peixe exposto a 28,100 mg L" de imidacloprid. VC: veia
central. Coloragao PAS.
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3.1.3.3 Rim

O rim das tilapias é constituido por glomérulos dentro da capsula
glomerular, tubulos proximais e distais envolvidos por tecido hematopoiético. Os
peixes do controle apresentaram rim normal caracteristico da espécie sem
alteracdes histoldgicas (Figura 4A).

Nos peixes expostos a 1,405 mg L' de imidacloprid observou-se necrose
nos tubulos proximais e distais e auséncia do espaco intercelular. Nas demais
concentragbes ocorreram desprendimento da capsula glomerular, necrose dos
tubulos proximais e distais e auséncia do espaco intercelular (Figura 4B e Tabela
8).

O rim é um importante 6rgao responsavel pela manutencao da estabilidade
do balan¢o hidrico e de sais nos organismos, assim como a excregao e
metabolismo de xenobidticos. A intoxicagdo com agrotdxicos pode potencialmente
induzir alteragcdes na estrutura e funcéo renal em peixes de agua doce (Boran et
al., 2010, Husak et al., 2014). Assim, essas alteragdes no rim podem ser bons
indicadores de poluicdo ambiental (Gunkel, 1981).

Cirhinus mrigala expostos a 0,0003 mg L™ do inseticida lambda-cyhalothrin
apresentaram necrose dos tubulos e desprendimento da capsula glomerular
(Velmurugan et al., 2007).

A necrose é um estado morfolégico regressivo de uma célula que ocorre
apods a perda irreversivel da sua funcéo, e pode ser utilizada como um indicador

histopatoldgico de exposicao a xenobioticos (Bernet et al., 1999).

Tabela 8. Alteracbes histolégicas em rim de tilapias, O. niloticus, apds sete dias de

exposigao a concentragdes subletais de imidacloprid.

Concentragées (mg L")

Alteragoes
Controle 1,405 2,810 14,050 28,100
Desprendimento da CG -- -- X X X
Necrose nos tubulos - X X X X
Auséncia de espaco intercelular -- X X X X

Controle: peixes ndo expostos ao inseticida. CG: capsula glomerular. X: presenga da

alteragdo. --: auséncia de alteragéo
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Figura 4. Fotomicrografias de rim de Oreochromis niloticus. (A) Controle nao exposto ao
imidacloprid. (B) Pontos de necrose nos tubulos proximal e distal (N),
auséncia de espago intercelular (asterisco) e desprendimento da capsula
glomerular (DCG) em peixe exposto a 2,810 mg L™ de imidacloprid. TD: ttbulo
distal. TP: tubulo proximal. Coloragao PAS.

3.1.3.4 Gonadas
As gbnadas masculinas dos peixes nao expostos ao imidacloprid

apresentaram histologia normal, constituidas por I6bulos seminiferos e células

reprodutivas sem alteracdes (Figura 5A)
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Nos peixes expostos a 1,405 mg L do inseticida observou-se algumas
regides do tecido gonadal com necrose das espermatogdnias (Tabela 9). Nos
peixes expostos as demais concentragbes de imidacloprid, foi observado
desarranjo na parede do Iébulo seminifero e necrose das espermatogbnias em
algumas regides (Figura 5B).

A exposicdo a substancias toxicas pode provocar alteracdes
hitopatologicas nas gbnadas de peixes. Essas substancias atuam indiretamente
sobre o equilibrio dos hormoénios, o que refletira na diferenciagcdo, maturacgéo,
morfologia e fisiologia gonadal (Adams, 1990), podendo, entretanto interferir
diretamente nas divisées do tecido germinativo (Badre e Kumar, 1987).

O desarranjo no Iébulo seminifero também foi observado em Oreochromis
mossambicus expostos & 0,005 mg L™ do inseticida dicloro difenil tricloroetano
(DDT) por 40 dias (Mlambo et al., 2009) e em Cichlasoma dimerus expostos a
0,004 mg L™ de endosulfan por 96 horas (Cufia et al., 2011).

Tabela 9. Alteracdes histologicas em gbénadas masculinas de tilapias, O. niloticus, apos

sete dias de exposi¢cao a concentracdes subletais de imidacloprid.

Concentragées (mg L")

Alteragoes
Controle 1,405 2,810 14,050 28,100
Necrose das espermatogonias -- X X X X
Desarranjo da parede do I6bulo -- -- X X X

seminifero

Controle: peixes nao expostos ao inseticida. X: -presenca da alteracio. --: auséncia de

alteracao
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Figura 5. Fotomicrografias de gbnada masculina de Oreochromis niloticus. (A) Controle
nao exposto ao imidacloprid. (B) Pontos de necrose nas espermatogdnias (N)
e desarranjo da parede do tubulo seminifero (DPLS) em peixe exposto a
14,050 mg L™ de imidacloprid. ES: espermatogénias. Coloracdo PAS.
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3.2 Carbofuran
3.2.1 Ensaio de toxicidade cronica

A temperatura da agua, pH e concentracdo de oxigénio dissolvido (OD)
durante os sete dias do ensaio manteve-se entre os valores preconizados pela
ABNT NBR 15499:2007 para inicio dos ensaios.

Durante o periodo do ensaio, a condutividade elétrica da variou de 190 a
265 pS.cm™ no controle enquanto que em 0,0880 mg L™ variou de 197 a 308,1
uS.cm™  (Figura 6). O aumento da condutividade elétrica foi proporcional ao
aumento da concentracado de carbofuran, isso indica que o inseticida pode estar
proporcionando um aumento no numero de ions dissolvidos na agua ou devido ao

processo de intoxicagdo os animais estejam liberando mais excretas.
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Condutividade (uS.cm-1)
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Periodo de avaliagdo (dias)
~—00mgL-1 —0,0044 mg L-1 0,0088 mgL-1 —0,044 mg L-1 ——0,088 mg L-1

Figura 6. Condutividade elétrica avaliada durante o periodo de exposi¢do no ensaio de

toxicidade crénica do carbofuran para O. niloticus.

Apoés a aplicagao da maior concentragao do carbofuran, ocorreu mudanca
na coloragao dos peixes (escurecimento) que se manteve até o final do ensaio. As
mudancas na coloragdo externa dos peixes podem indicar situagdes de estresse
(Vaz et al., 2007), no caso a exposi¢ao ao inseticida.

A concentracdo de 0,088 mg L™ do carbofuran causou letargia em 33,33%

dos peixes a partir das 48 horas de exposicao até o sétimo dia.
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3.2.2 Parametros hematolégicos

O percentual de hematécrito e a taxa de hemoglobina nao foram alterados
significativamente nas tilapias expostas durante os sete dias de exposi¢cao as
concentracdes subletais do carbofuran, em relacdo as tilapias ndo expostas ao
inseticida (Tabela 10). Esses resultados diferem dos encontrados em catfish (S.
glanis) que apos exposigao aguda ao diazinon apresentaram redugéao significativa

no percentual de hematdcrito e na taxa de hemoglobina (Kdprticu et al., 2006).

Tabela 10. Valores médios e erro padrdo das variaveis hematoldgicas de tilapias, O.

niloticus, expostas a concentragdes subletais do inseticida carbofuran durante

sete dias.
Concentragoes Hematécrito Hemoglobina Eritrécitos
(mg L™ (%) (gdL™) (10° células mm™)
Controle 25,66 + 0,97 9,22 + 0,63 1,50+ 0,05 A
0,0044 27,50 + 0,81 9,39 + 0,37 1,56 + 0,06 A
0,0088 25,50 + 0,84 9,43+0,42 1,43 + 0,03 AB
0,0440 26,16 + 1,24 8,82 +0,43 1,37 £ 0,06 AB
0,0880 26,72 +£0,75 9,45+ 0,31 1,28 £ 0,03 B
F 0,75" 0,34 4,13**
CV (%) 10,77 14,62 11,25
DMS 3,81 1,82 0,21

"S: Nao significativo. **: Significativo a 0,01%
A,B: letras distintas na mesma coluna diferem significativamente entre si pelo teste Tukey
(p<0,05). Controle: peixes nao expostos ao inseticida. Eritrocitos: RBC (red blood cells).

CV: coeficiente de variagdo. DMS: diferenga minima significativa.

Os peixes expostos a maior concentragdo de carbofuran (0,0880 mg L™)
tiveram uma reducgao significativa no numero de eritrcitos em relagéo aos peixes
nao expostos ao carbamato (Tabela 10). Esse tipo de alteragdo é causado por
intoxicagdes e pode comprometer o transporte de oxigénio nos tecidos do animal
(Vosyliené, 1999). A reducdo do numero de eritrocitos em peixes expostos a
xenobidticos pode causar a inibigdo da produgao dessas células ou aumento da

sua destruicao (Tavares-Dias et al., 2002).
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O peixe da espécie Labeo rohita exposto durante 28 dias a 0,3 mg L™ de
carbofuran também apresentou redugao significativa no nuamero de eritrécitos
(Adhikari et al., 2004). A mesma alteragcdo no numero de eritrocitos ocorreu no
peixe Clarias gariepinus exposto durante 35 dias a concentragdo de 0,16 mg L
do inseticida (Harabawy e Ibrahim, 2014). No entanto, no presente estudo indica
observa-se que menores concentragdes de carbofuran (0,0880 mg L") por um
menor periodo de exposicao (sete dias) sao suficientes para reduzir o niumero de
eritrocitos em peixes.

Os indices hematimétricos (VCM e CHCM) dos peixes expostos as
concentragbes de carbofuran ndo foram alterados significativamente em relagéo

aos peixes nao expostos (Tabela 11).

Tabela 11. Valores médios e erro padrao dos indices hematimétricos de tilapias, O.
niloticus, expostas a concentragdes subletais do inseticida carbofuran durante

sete dias.

Concentracoes Volume corpuscular Concentragao de hemoglobina

(mg L™ médio (fL) corpuscular média (g dL™)
Controle 171,80 £ 5,81 35,62 +1,24
0,0044 177,53 £ 6,09 34,13 £ 0,82
0,0088 178,74 £+ 7,54 36,96 + 0,88
0,044 209,72 £ 6,80 34,18 + 2,02
0,088 195,17 £ 4,95 35,42 + 0,94
F 2,407 0,85™
CV (%) 16,17 10,78
DMS 40,63 5,11

"S: Nao significativo.
Controle: peixes nao expostos ao inseticida. CV: coeficiente de variagdo. DMS: diferenca

minima significativa.
Nos peixes expostos a 0,0880 mg L™ ocorreu um aumento significativo do

numero de trombdcitos em relacdo ao grupo controle ndo exposto ao inseticida
(Tabela 12).
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Tabela 12. Valores médios e erro padrao do trombograma e do teor de proteinas
plasmaticas de tilapias, O. niloticus, expostas a concentragdes subletais do

inseticida carbofuran durante 7 dias.

Concentragoes Trombécitos Proteinas plasmaticas totais
(mg L™ (células pL™ (gdL™)
Controle 26715,21 £ 1940,90 B 3,13+0,19
0,0044 31524,92 + 2102,46 B 2,80+0,17
0,0088 34788,43 + 2515,06 AB 3,01+£0,10
0,0440 38588,03 + 4520,80 AB 2,98 + 0,21
0,0880 44539,13 £ 3278,32 A 2,79+0,18
F 5,04** 0,66™
CV (%) 25,74 18,37
DMS 12211,54 0,72

"S: Nao significativo. **: Significativo a 0,01%
A,B: letras distintas na mesma coluna diferem significativamente entre si pelo teste Tukey
(p<0,05). Controle: peixes ndo expostos ao inseticida. CV: coeficiente de variagado. DMS:

diferenga minima significativa.

A exposicdo de O. niloticus as concentragdes subletais testadas de
carbofuran nao alteraram significativamente o teor de proteinas plasmaticas totais
em relagdo aos peixes ndo expostos ao inseticida (Tabela 8). No peixe C.
gariepinus exposto durante 35 dias a concentracdo de 0,16 mg L™ de carbofuran
foi observado redugéo significativa no teor de proteinas plasmaticas (Harabawy e
Ibrahim, 2014).

Nas tilapias expostas a 0,0880 mg L™ ocorreu aumento significativo no
numero de leucdcitos totais e mondcitos em relagdo ao grupo controle. Nas
tildpias expostas a maior concentracdo de carbofuran ocorreu aumento
significativo no numero de linfécitos em relagdo ao grupo controle. O numero de
neutrofilos reduziu significativamente nos peixes expostos a maior concentragao

de carbofuran em relagéo aos peixes nao expostos ao inseticida. (Tabela 13).
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Tabela 13. Valores médios e erro padrdo do leucograma de tilapias, O. niloticus,

expostas a concentracdes subletais do inseticida carbofuran durante sete dias.

Células
Concentracoes ;
(mg L) (células pyL™)
m
g Leucocitos Monécitos Neutroéfilos Linfocitos
Controle 32298,32 B 2827,05B 5466,00 AB 23034,34 B
(x2279,69) (£236,08) (£312,64) (x1707,71)
0,0044 37540,06 AB 3496,90 B 6102,11 A 27077,34 B
(x3151,15) (£353,80) (£547,13) (x2166,45)
0,0088 37815,14 AB 3400,03 B 5660,42 AB 27856,07 AB
(x2770,27) +250,58 (x426,32) +2086,87
0,0440 40729,61 AB 3687,28 B 4328,01 BC 31457,42 AB
(£3846,13) (£341,14) (£346,25) (£3099,17)
0,0880 47450,49 A 5271,12 A 3998,53 C 36711,73 A
(£3240,70) (+483,28) (£375,91) (£2414,96)
F 3,19* 0,06*** 4,85** 4,83*
CV (%) 23,75 20,66 18,05 21,02
DMS 12527,08 1391,82 1655,64 9455,70

*: Significativo 0,05%. **: Significativo a 0,01%. ***: Significativo a 0,001%.
A,B,C: letras distintas na mesma coluna diferem significativamente entre si pelo teste
Tukey (p<0,05). Controle: peixes nao expostos ao inseticida. CV: coeficiente de variagao.

DMS: diferenga minima significativa.

O aumento no numero de leucdcitos € comumente observado como reagao
durante os primeiros dias de exposi¢cdo ao estresse quando os peixes tentam
restaurar a homeostasia. No entanto, se o fator estressante persiste os
decréscimos sao observados e demonstram a debilidade do sistema imune do
animal (Vosyliené, 1999).

A reducdo no numero de neutréfilos e aumento de linfécitos também

ocorreu em pacus (P. mesopotamicus) expostos durante 96 horas a concentragéo
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de 0,0011 mg L™ de endolsufan (Bacchetta et al., 2014). Em pacus apds 1 dia de
exposicdo a 0,5 mg L de sulfato de cobre também foi observado reducdo de
neutréfilos (Tavares-Dias et al., 2002). O inseticida carbofuran na concentragao
de 0,16 mg L™ também provocou monocitose em C. gariepinus apés 35 dias de
exposicao (Harabawy e Ibrahim, 2014).

N&o foram observadas a presencga de eosindfilos e baséfilos no sangue dos
peixes de todos os tratamentos com carbofuran inclusive no grupo controle. De
acordo com Thrall et al. (2007), raramente ha relatos de eosindfilos e basofilos em

extensdes sanguineas de osteictes.
3.2.3 Histologia
3.2.3.1 Branquias

As branquias de O. niloticus do grupo controle apresentaram constituigao
caracteristica de peixes teledsteos, compostas por lamelas primarias e lamelas
secundarias. As lamelas primarias sao constituidas por cartilagem que as
sustenta e reveste, no seu interior encontram-se um vaso sanguineo de onde
partem as lamelas secundarias. As lamelas secundarias sao formadas por células
mucosas e ceélulas pilar. Entre as lamelas secundarias encontra-se o espaco
interlamelar constituido por células mucosas, células de revestimento e células
cloreto (Figura 7A). Estas caracteristicas foram similares as observadas por
Henares et al. (2008) em O. niloticus e por Carraschi-Oliveira et al. (2014) em P.
mesopotamicus.

Nas branquias dos peixes expostos & 0,0044 mg L™ de carbofuran ocorreu
aumento do epitélio interlamelar e desestruturagdo da lamela secundaria (Tabela
14 e Figura7B e 7C).

Nos peixes expostos as demais concentragdes subletais (0,0088; 0,0440 e
0,0880 mg L'1) ocorreu congestao sanguinea nas lamelas secundarias (Figura
7D) e as mesmas alteragdes observadas nas branquias dos peixes exposto a
concentracéo de 0,0044 mg L™ do inseticida exceto desestruturacao da lamela

secundaria.
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Tabela 14. Alteragdes histolégicas em branquias de tilapias, O. niloticus, apds sete dias

de exposicao a concentragdes subletais de carbofuran

Alteragoes Concentragdes (mg L")
Controle 0,0044 0,0088 0,0440 0,0880
Congestao sanguinea -- -- X X X
Aumento epitélio interlamelar -- X X X X
Desestruturacao da LS -- X -- -- --

Controle: peixes ndo expostos ao inseticida. LS: lamela secundaria. X: presenca da

alteragao. --: auséncia de alteracao

Figura 7. Fotomicrografias de branquias de Oreochromis niloticus. (A) Controle nao

exposto ao carbofuran. (B) Aumento do epitélio interlamelar (AEl) em peixe
exposto a 0,0880 mg L’ de carbofuran. (C) Desestruturagdo da lamela
secundaria (DLS) em peixe exposto a 0,0044 mg L' de carbofuran. (D)
Congest&o sanguinea em peixe exposto a 0,0088 mg L™ de carbofuran. LP:
lamela primaria e LS: Lamela secundaria. Coloragdo PAS.
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As brénquias sdo importantes indicadores de qualidade de agua em
estudos de contaminagcdo ambiental. Esses érgéos sao considerados a primeira
rota de entrada de agrotoxicos nos peixes (Velmurugan et al., 2007). Em peixes,
as branquias sao essenciais para respiragao e exercem fungado osmorregulatéria
(Mcdonald, 1993).

Alteragbes nas branquias prejudicam o fluxo sanguineo, comprometem as
trocas gasosas e a homeostase dos peixes (Melletti, 2004). O desconforto
respiratério € um dos primeiros sintomas de intoxicagdo por agrotoxicos
(Mcdonald, 1993).

O aumento do epitélio interlamelar e a desorganizagdo da estrutura
branquial aumenta a distancia de difusdo do oxigénio da agua para o sangue do
peixe. Essa alteracdo, de forma cronica dificulta ou impossibilita a absor¢céo de
oxigénio (Roberts, 2001, Fanta et al., 2003).

A congest&o sanguinea raramente ocorre em condigdes normais, em razao
dos diametros dos capilares serem pequenos. Em condi¢gbes severas, em que
muitos eritrocitos permanecem estagnados no lumen dos capilares, pode culminar
em aneurismas, onde ha rompimento epitelial (Meletti, 2004).

Em juvenis de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) expostos a 3,75 e
7,5 mg L' de methiocarb (inseticada da mesma classe do carbofuran) por 96
horas foi observado edema lamelar, separagdo do epitélio de lamelas, fusao
lamelar e aumento da granularidade citoplasmatica (Altinok et al., 2006). O
inseticida carbamato carbosulfan causou hiperplasia lamelar, fusdo lamelar e
necrose epitelial em branquias de O. Mykiss expostos a 0,2 mg L™ do inseticida
durante 14 dias (Capkin et al., 2010).

As alteragdes descritas nas branquias de O. Mykiss expostas a carbamatos
(Altinok et al., 2006, Capkin et al., 2010) diferem das observadas em O. niloticus
expostos a concentragdes subletais de carbofuran. A diferenca nas alteragdes
provocadas no tecido branquial pode estar relacionada com a concentragao
utilizada e o periodo de exposicdo. No entanto, no presente estudo observa-se
que a exposigao de peixes a concentragdes muito baixas de carbofuran (0,0044
mg L'1) por sete dias compromete a estrutura do tecido branquial e

consequentemente as trocas gasosas.
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3.2.3.2 Figado

O figado de O. niloticus do grupo controle apresentou organizagao cordonal
do arranjo dos hepatdcitos, formando um conjunto de células em contato direto
com os capilares sinusoides. Os hepatdcitos apresentaram formato hexagonal
levemente arredondado, com nucleo (baséfilo) centralizado e citoplasma aciddfilo
com a presenca de granulos de glicogénio (Figura 8A).

No figado das tilapias expostas a todas as concentragcées de carbofuran
ocorreu hipertrofia dos hepatdcitos com nucleos deslocados para a periferia das
células, estase no interior dos capilares sinusoides e pontos de necrose (Figura
8B e 8C).

A hipertrofia dos hepatdcitos pode ser um é indicativo de aumento da
atividade enzimatica para metabolizar o inseticida. A hipertrofia dos hepatdcitos
foi uma das alteragdes observadas em O. niloticus expostos a 40 mg L™ de diquat
durante 96 horas (Henares et al., 2008).

Granulos de glicogénio foram observados nos hepatécitos dos peixes
expostos a todas as concentragdes de carbofuran (Figura 8A e Tabela 15) exceto
em 0,0880 mg L. A reducdo ou auséncia do estoque de glicogénio é um tipo de
alteragcdo provocada em resposta ao estresse ambiental (Teh et al., 1997). A
auséncia de granulos de glicogénio pode ser um indicativo que o0s peixes
submetidos ao estresse da exposigdo ao inseticida estejam utilizando esse
material de reserva.

Nos peixes expostos a 0,0044 e 0,0088 mg L™ de carbofuran observou-se
algumas regides do figado com fusao celular (Figura 8D).

Necrose dos hepatocitos também foi uma alteragdo observada em truta
arco-iris (O. mykiss) exposta por 4 dias a 1,4 mg L™ do carbaril (Boran et al.,
2010). O inseticida carbosulfan também causou necrose nas células do figado de
O. mykiss apds 14 dias de exposicdo a 0,2 mg L' do carbamato (Capkin et al.,
2010). A necrose € um estado morfolégico irreversivel das células, que perdem a

sua fungéo e pode afetar o funcionamento do érgéo atingido (Bernet et al., 1999).
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Tabela 15. Alteracdes histolégicas em figado de tilapias, O. niloticus, apds sete dias de

exposicdo a concentragdes subletais de carbofuran

Alteragoes Concentragdes (mg L")
Controle 0,0044 0,0088 0,0440 0,0880
Granulos de glicogénio X X X X --
Hipertrofia do hepatocito -- X X X X
Nucleos deslocados* - X X X X
Estase no capilar sinuséide -- X X X X
Pontos de necrose -- X X X X
Fusao celular -- X X - --

Controle: peixes ndo expostos ao inseticida.*Nucleos deslocados para periferia da célula.

X: presenca da alteracao. --: auséncia de alteragao

Figura 8. Fotomicrografias de figado de Oreochromis niloticus. (A) Controle ndo exposto

ao carbofuran com muitos granulos de glicogénio (GG) no interior dos
hepatdcitos. (B) e (C) Hipertrofia dos hepatdcitos, deslocamento do nucleo
para periferia da célula (asterisco), estase no capilar sinusoéide (E) e ponto de
necrose (N) em peixe exposto a 0,0880 mg L' de carbofuran. (D) Fusao

celular em peixe exposto a 0,0044 mg L. VC: veia central. Coloracdo PAS.
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3.2.3.3 Rim

O rim de O. niloticus € constituido por glomérulos dentro da capsula
glomerular, tubulos proximais e distais envolvidos por tecido hematopoiético. Os
peixes do controle apresentaram rim normal caracteristico da espécie sem
alteracdes histolégicas (Figura 9A).

Todas as concentragdes subletais de carbofuran testadas causam
desprendimento da capsula glomerular, necrose nos tubulos proximais e distais e
auséncia de espaco intercelular no rim das tilapias (Figura 9B, 9C, 9D e Tabela
16)

O rim é um o6rgao alvo de substancias toxicas que podem prejudicar sua
funcdo e causar danos temporarios ou permanentes na homeostase dos
organismos (Miller, 2002).

Em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) exposta a 1,4 mg L™ de carbaril
por 4 dias foi observado degeneracao tubulo renal (Boran et al., 2010), enquanto
que na mesma espécie, exposta 14 dias a 0,2 mg L de carbosulfan, ocorreu
separagao do epitélio tubular e necrose das células tubulares (Capkin et al.,
2010).

Tabela 16. Alteragbes histoldégicas em rim de tilapias, O. niloticus, apds sete dias de

exposicao a concentragdes subletais de carbofuran.

Alteragoes Concentragées (mg L")
Controle 0,0044 0,0088 0,0440 0,0880
Desprendimento da CG -- X X X X
Necrose nos tubulos -- X X X X
Auséncia espacgo intercelular -- X X X X

Controle: peixes nao expostos ao inseticida. CG: capsula glomerular. X: presen¢a da

alteragdo. --: auséncia de alteragao
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Figura 9. Fotomicrografias de rim de Oreochromis niloticus. (A) Controle ndo exposto ao
carbofuran. (B) Auséncia de espaco intercelular (asterisco) e desprendimento
da capsula glomerular (DCG) em peixe exposto a 0,0088 mg L’ de
carbofuran. (C) Pontos de necrose (N) nos tubulos distal e proximal em peixe
exposto a 0,0440 mg L' de carbofuran. (D) Desprendimento da capsula
glomerular (DCG) e pontos de necrose (N) nos tubulos 0,0880 mg L. TD:
tubulo distal. TP: tubulo proximal. Coloragéo PAS.

3.2.3.4 Gonadas

As gbnadas masculinas dos peixes nao expostos ao carbofuran
apresentaram histologia normal; constituida por I6bulos seminiferos e células
reprodutivas sem alteragdes (Figura 10A).

Nos peixes expostos a todas as concentragdes subletais de carbofuran
observaram-se algumas regibes do tecido gonadal com necrose das
espermatogbnias e desarranjo na parede dos Iébulos seminiferos (Figura 10B e
Tabela 17) (Foto). Em Cichlasoma dimerus expostos a 0,004 mg L' de
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endosulfan por 96 horas também foi observado desarranjo na parede do I6bulo
seminifero (Cufa et al., 2011).

A maioria dos xenobio6ticos que atingem os ambientes aquaticos podem
afetar os testiculos de peixes durante a espermatogénese. Esses efeitos resultam
em espermatozoides anormais, malformados e com motilidade reduzida (Kime,
1999).

Tabela 17. Alteracdes histologicas em gbnadas masculinas de tilapias, O. niloticus, apds

sete dias de exposicao a concentragdes subletais de carbofuran.

Concentragdes (mg L'1)

Alteracoes
Controle 0,0044 0,0088 0,0440 0,0880

Necrose das espermatogonias -- X X X X

Desarranjo da parede do
-- X X X X
I6bulo seminifero

Controle: peixes nao expostos ao inseticida. X: presenca da alteracio. --: auséncia de

alteracao
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o 2

SRy
Figura 10. Fotomicrografias de génada masculina de Oreochromis niloticus. (A) Controle

nao exposto ao imidacloprid. (B) Pontos de necrose nas espermatogdnias
(N) e desarranjo da parede do tubulo seminifero em peixe exposto a 0,0440
mg L™ de carbofuran. ES: espermatogdnias. Coloracdo PAS em A e HE em
B.

4 Conclusoes

A exposig¢ao de O. niloticus por sete dias a concentragdes de imidacloprid
acima 14,050 mg L reduzem o numero de eritrécitos e o teor de proteinas
plasmaticas totais. Todas as concentragdes subletais de imidacloprid avaliadas
nesse estudo provocam alteragbes no leucograma e na histologia de branquia,
figado, rim e gbnada.
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Apesar de esse inseticida ser considerado pouco tdxico para peixes,
concetracdes subletais de imidacloprid em ambientes aquaticos, mesmo que nao
cause mortalidade imediata, pode comprometer o funcionamento de diferentes
orgaos de O. niloticus prejudicando sua saude e sobrevivéncia em longo prazo.
Dessa forma, mesmo sendo uma molécula prospectada para uso aquicola, o seu
uso fica restrito a concentragbes abaixo de 1,405 mg L™ por curto periodo de
tempo (inferior a sete dias), pois nessa concentragao € possivel a ocorréncia de
alteragdes histoldgicas irreversiveis como necrose em rim e gébnadas dos peixes..

A contaminacdo de ambientes aquaticos por concentragdes subletais de
carbofuran acima de 0,0044 mg L' por mais de sete dias, apesar de n3o provocar
mortalidade imediata e alteragdo dos parametros hematoldgicos de O. niloticus,
pode comprometer o funcionamento do figado, rim e gbnada dos peixes devido a
ocorréncia de necrose nesses 0Orgaos. Assim, deve-se se tomar cautela na
utilizacao de carbofuran devido a sua toxicidade para peixes.

Mesmo em concentragbes subletais, a presenga de imidacloprid ou

carbofuran em corpos d’agua causa aumento da condutividade elétrica da agua.
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CONSIDERAGOES FINAIS

De acordo com os ensaios de toxicidade aguda, o imidacloprid é
considerado um inseticida de baixo risco de intoxicagdo ambiental para
organismos aquaticos de diferentes niveis troficos. Isto por que as doses
recomendadas de aplicacdo na agricultura sdo baixas e a concentragao
necessaria para causar mortalidade em curto periodo de tempo de organismos
aquaticos ¢é elevada.

O carbofuran, diferentemente do imidacloprid, € um inseticida que pode
apresentar alto risco de intoxicagdo ambiental para Daphnia magna e para
Oreochromis niloticus. Esse inseticida é recomendado em altas doses de
aplicacdo em campo e em baixas concentragdes na agua causa mortalidade
desses organismos em curto periodo de tempo (48 horas). No entanto, é
necessaria e indispensavel uma avaliagdo mais completa na qual sejam
considerados os dados de toxicidade aguda e crdnica de produtos téxicos. Os
resultados de toxicidade aguda avaliados isoladamente s&do muito limitados, pois
nao sao avaliados os efeitos subletais em organismos expostos durante um maior
periodo de tempo e possiveis prejuizos em longo prazo. Assim, nesse estudo
foram considerados os ensaios com os dois tipos de exposi¢des para melhor
avaliagao do risco e da toxicidade dos inseticidas.

No caso do imidacloprid, que € uma molécula prospectada para uso
aquicola, para futuros ensaios de eficacia e sua possivel utilizagao no controle de
parasitas, devem ser realizados testes de eficacia com exposigdo por curto
periodo de tempo dos peixes a concentragdes abaixo de 14,050 mg L™ para evitar
alteragdes irreversiveis nos 6rgaos dos peixes, como a necrose.

Considerando-se o0s resultados de imidacloprid para os parametros
hematoldgicos e a histologia de O. niloticus, observa-se que os dados se
completam e evidenciam que as alteragdes hematoldgicas estédo relacionadas as
alteracdes histoldgicas.

Nos peixes expostos a concentracdes a partir de 14,050 mg L” de
imidacloprid ocorreu diminuicdo no numero de eritrécitos e no teor de proteinas
plasmaticas. Esse efeito nos eritrécitos e nas proteinas plasmaticas em conjunto

evidencia alteragdo no equilibrio liquido-eletrolitico, e esta associada a
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hepatoxicidade do imidacloprid. As proteinas plasmaticas como albumina,
globulina e fibrinogénio sdo produzidas no figado, e a partir do momento que esse
orgao é prejudicado a produgao das mesmas pode ser comprometida. Por meio
das avaliagdes histologicas, observa-se alteracbes no figado que podem
comprometer a produgao das proteinas.

A presenga de carborfuran em ambientes aquaticos em concentragdes a
partir de 0,0880 mg L™ por sete dias altera os parametros hematoldgicos em O.
niloticus. No entanto, concentracdes mais baixas (a partir de 0,0044 mg L™") e no
mesmo perido de exposigado alteram a histologia de branquia, figado, rim e
gbnadas dos peixes. Asssim, tais alteragdes histoldgicas sdo biomarcadores de
contaminagao ambiental por carbofuran mais sensiveis do que os parametros
hematolégicos. Portanto, recomenda-se maior cuidado na utilizacdo de carbofuran
na agricultura devido ao risco que esse inseticida representa para peixes.

Em uma avaliagdo mais ampla, considerando-se as variaveis de qualidade
de agua nos ensaios agudos e crbénicos, constatou-se que a concentragao de
oxigénio dissolvido diminuiu e a condutividade elétrica aumentou
proporcionalmente ao aumento da concentragcdo dos inseticidas nos ensaios
agudos. No entanto, nos ensaios cronicos onde se utilizou aeracao artificial
apenas a condutividade elétrica teve alteragcdo similar ao observado no ensaio
agudo. Isso indica que a presenca de concentragcdes mesmo que subletais dos
inseticidas em ambientes aquaticos altera a condutividade elétrica. No caso do
oxigénio, a diminuicdo ocorreu devido ao consumo pelos peixes, uma vez que 0s

ensaios de exposicao foram estaticos.
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