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prenda a valorizar suas conquistas por menores que 

sejam para os outros, pois só você sabe mensurar as dificuldades enfrentadas para 

chegar até aqui. Pois, só quem já lutou muito para alcançar um objetivo sabe quão 

indescritível é o sentimento de realizar um sonho.  
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Resumo 

O objetivo deste estudo foi avaliar a toxicidade aguda (CL50/CE50) do azametifós para 

as macrófitas Lemna minor e Azolla caroliniana, para o molusco Pomacea canaliculata 

e para o peixe zebrafish (Danio rerio); avaliar a toxicidade aguda e crônica do tambaqui 

(Colossoma macropomum), realizar análises histopatológica em tambaqui após 

exposição crônica e histopatológicas e hematológicas após ensaio de simulação de 

tratamento e recuperação. Ensaios de toxicidade aguda foram realizados com Azolla 

caroliniana, Lemna minor, Pomacea canaliculata, Danio rerio e Colossoma 

macropomum todos de acordo com as normas da ABNT e OECD.  Para os ensaios de 

toxicidade crônica os peixes foram expostos às concentrações subletais dos inseticidas 

por sete dias, e coletadas amostras de órgãos (brânquia, fígado, cérebro e rim) para 

avaliação histológica. Para o ensaio de simulação de tratamento, os peixes foram 

expostos ao azametifós porsete dias e após seguiram 21 dias de recuperação e nos dois 

tempos foram avaliadas as variáveis hematológicas e as alterações histopatológicas do 

tambaqui (C. macropomum). O azametifós é pouco tóxico para A. caroliniana, 

moderadamente tóxico para L. minor, C. macropomum e muito tóxico para o P. 

canaliculata e D. rerio. A exposição subletal crônica de tambaqui ao inseticida revelou 

alterações histológicas em brânquia e fígado. Após sete dias de simulação de 

tratamento, os peixes apresentaram aumento de leucócitos totais, monócitos, linfócitos e 

neutrófilos. Após 21 dias de recuperação os peixes apresentaram aumento de VCM, 

HCM e CHCM em relação aos 7 dias de tratamento. Na análise histopatológica 

(brânquia, cérebro, fígado e rim) ao final de 7 dias de tratamento todos as amostras 

apresentaram alterações em relação ao controle. Após os 21 dias de recuperação, as 

análises histológicas demonstraram que o tecido nervoso e hepático apresentou 100% de 

recuperação das células em todas as concentrações testadas. Nas brânquias, apenas nas 

concentrações 0,042 e 0,21 mg L-1 ocorreu recuperação das lamelas branquiais e as 

alterações do tecido renal não foram recuperadas. Assim, a presença de azametifós em 

ambientes aquáticos pode comprometer a sobrevivência de organismos não alvos e 

prejudicar o funcionamento dos órgãos dos peixes expostos. A simulação de tratamento 

e recuperação com o azametifós demonstrou alterações histopatológicas e não causa 

alterações hematológicas significativas no tambaqui, com recuperação dos tecidos 

branquiais, nervoso, hepático e do sangue, em baixas concentrações. 

Palavras-chaves: Ecotoxicologia; histologia; hematologia; bioindicadores. 

 



 

 

 
 

Abstract 

The objective of this study was to evaluate the acute toxicity (LC50 / EC50) of 

azametiphos for the macrophytes Lemna minor and Azolla caroliniana, for the mollusk 

Pomacea canaliculata and for the zebrafish fish (Danio rerio); evaluate the acute and 

chronic toxicity of tambaqui (Colossoma macropomum), perform histopathological 

analysis in tambaqui after chronic exposure and histopathological and hematological 

tests after treatment simulation and recovery. Acute toxicity tests were performed with 

Azolla caroliniana, Lemna minor, Pomacea canaliculata, Danio rerio and Colossoma 

macropomum all in accordance with ABNT and OECD standards. For chronic toxicity 

tests, fish were exposed to sublethal concentrations of insecticides for seven days, and 

organ samples (gills, liver, brain and kidney) were collected for histological evaluation. 

For the treatment simulation test, the fish were exposed to azametiphos for seven days 

and after 21 days of recovery, at both times, hematological variables and 

histopathological changes in the environment (C. macropomum) were evaluated. 

Azametiphos is slightly toxic to A. caroliniana, moderately toxic to L. minor, C. 

macropomum and very toxic to P. canaliculata and D. rerio. The chronic sublethal 

exposure of tambaqui to the insecticide revealed histological changes in gills and liver. 

After seven days of treatment simulation, the fish showed an increase in total 

leukocytes, monocytes, lymphocytes and neutrophils. After 21 days of recovery, the fish 

showed an increase in VCM, HCM and CHCM in relation to the 7 days of treatment. In 

the histopathological analysis (gill, brain, liver and kidney) at the end of 7 days of 

treatment, all samples showed changes in relation to the control. After 21 days of 

recovery, histological analysis showed that the nervous and hepatic tissue showed 100% 

recovery of cells in all concentrations tested. In the gills, only in the concentrations 

0.042 and 0.21 mg L-1 did the gill lamellae recover and the changes in the renal tissue 

were not recovered. Thus, the presence of azametiphos in aquatic environments can 

compromise the survival of non-target organisms and impair the functioning of exposed 

fish organs. The simulation of treatment and recovery with azametiphos demonstrated 

histopathological changes and does not cause significant hematological changes in 

tambaqui, with recovery of branchial, nervous, hepatic and blood tissues, in low 

concentrations. 

Keywords: Ecotoxicology; histology; hematology; bioindicators. 



Isabella Alves Brunetti                                  Oreientadora: Dra. Maria José Tavares Ranzani de Paiva 

Co-orientador: Dr. Claudinei da Cruz 

 

 

1 
 

1. Introdução geral 

 

 

A aquicultura é considerada uma atividade de criação/cultivo de organismos 

aquáticos, incluindo plantas aquáticas, moluscos, crustáceos e peixes, sendo que a 

intervenção ou manejo do processo de criação é imprescindível para o aumento da 

produção (Oliveira, 2015). Dentre os países produtores, o Brasil tem papel de destaque, 

em especial por sua disponibilidade hídrica, clima favorável e ocorrência natural de 

espécies aquáticas de interesse zootécnico e mercadológico (Brasil, 2013).  

Dentre os problemas que ocorrem durante o ciclo produtivo de peixes, os ecto e 

endoparasitos são considerados os principais causadores de perdas econômicas, devido 

a mortalidade de peixes em diferentes fases, especialmente na larvicultura, alevinagem e 

nas fases iniciais de engorda. A ocorrência destes patógenos na aquicultura mundial 

sofre influência de diversos fatores ambientais, manejo, estrutura da comunidade e 

patogenicidade dos parasitos (Kuhn et al., 2016; González et al., 2018). Outro ponto 

importante é o surgimento de novos patógenos introduzidos por espécies exóticas e o 

desenvolvimento de resistência, além da intensificação dos sistemas de produção 

(Carraschi et al., 2015). 

A maioria das doenças em peixes pode ser diagnosticada pela avaliação da 

qualidade da água e pelo exame raspado de pele com microscopia de luz (Noga, 2010), 

arranhões na pele, clipes de aletas e biópsia de brânquias devem ser considerados o 

banco de dados de diagnóstico mínimo para a maioria das espécies de peixe. Estes 

diagnósticos podem ajudar a identificar parasitos ou granulomas externos, embolia 

gasosa, organismos fúngicos, algumas bactérias e fornecer um diagnóstico presuntivo 

para algumas doenças virais (Erlacher-Reid, 2018). A maioria das doenças dos peixes é 

secundária e provém de uma qualidade de água e criação imprópria. Portanto, a saúde 

animal deve ser mantida, garantindo filtração, substrato, densidade de estocagem, 

qualidade da água e nutrição apropriadas (Erlacher-Reid, 2018). 

O maior problema na utilização de fármacos na criação de peixes são os 

possíveis efeitos sobre os organismos aquáticos não alvos. Para Adams et al. (1989) e 

Connon et al. (2012) efeitos da contaminação podem comprometer a aptidão ecológica 

de organismos ou populações, sendo possível mensurar a toxicidade aguda, a 

mortalidade e sinais de intoxicação, a toxicidade subletal, ou crônica, expressos em 
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diversos níveis de organização biológica (por exemplo, molecular, bioquímico, 

fisiológico, histológico, reprodutivo) que a longo prazo podem resultar em impactos 

severos à comunidade. 

O emprego de organismos bioindicadores vem crescendo na ecotoxicologia. 

Estes organismos representam uma alternativa econômica para a estimativa da 

toxicidade ambiental em doses subletais por meio de ensaios biológicos (Farré e 

Barceló, 2003), apresentando potencial para mensurar a exposição de diferentes 

compostos (Brooks et al., 2006). Os bioindicadores podem ser terrestres ou aquáticos, 

tais como: plantas terrestres (Inoue, 2012; Boutin et al., 2012); minhoca (Chen et al., 

2014), caramujos de água doce como Pomacea canaliculata (Venturini et al., 2008; 

Florêncio et al., 2014; Moreira et al., 2014), plantas aquáticas, como a Azolla 

caroliniana (Guimaraes et al., 2012; Silva et al., 2012) e peixes neotropicais (Cruz et 

al., 2008; Botelho et al., 2009; Silva et al., 2014), dentre outros.  

No Brasil, a aquicultura se expandiu nos últimos anos, sendo alvo de muitos 

estudos sobre práticas de manejo. Vários prejuízos econômicos a esta atividade foram 

relatados devido às práticas de manejo inadequadas, alta densidade populacional, o não-

controle da qualidade da água, o que deixa os animais vulneráveis às enfermidades 

(Mabilia e Souza, 2006). 

Apesar de existirem tratamentos para combater possíveis enfermidades com o 

uso de inseticidas, no Brasil ainda não existe um órgão governamental que fiscalize o 

uso destes químicos na aquicultura (Campos, 2005). Devido a não recomendação dos 

inseticidas para o setor aquícola, o uso na piscicultura de produtos não registrados para 

este fim leva a aplicações de doses exageradas no combate às doenças. Poucos são os 

estudos realizados para avaliar a toxicidade dos inseticidas para os animais alvos e não 

alvos (Abe, 2012). 

O uso frequente e inadequado de determinado inseticida, tanto na agricultura, 

aquicultura, ou combate a vetores de doenças, pode acarretar resistência dos organismos 

a tais substâncias químicas (Paiva, 2006). A resistência aos inseticidas compromete 

diretamente a eficácia do controle químico. 

O tambaqui (Colossoma macropomum) é um peixe de água doce pertencente à 

família Serrasalmidae, com ocorrência natural nas bacias do Amazonas e do Orinoco 

(Jégu, 2003). O alimento natural do tambaqui, é composto principalmente de frutas e 
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sementes (Lucas, 2008). A produção aquícola de tambaqui aumentou nos últimos 10 

anos em vários países da América do Sul, particularmente na Bolívia, Brasil, Colômbia, 

Equador, Peru e Venezuela (Valladão et al., 2016).  

O tambaqui é considerado o peixe nativo mais importante produzido na 

aquicultura brasileira, com aproximadamente 101 mil toneladas em 2019 (IBGE, 2019). 

A produção de tambaqui tem se adaptado em todo o Brasil, particularmente nas regiões 

norte, nordeste, centro-oeste e sudeste do país. 

Dentre os fármacos com potencial para ser utilizado como ectoparasiticida está o 

organofosforado azametifós considerado moderadamente tóxico e utilizado como 

inseticida, não bioacumulativo, altamente solúvel em água, volátil e não deve lixiviar 

para as águas subterrâneas. É um produto químico neurotóxico e inibidor da acetil 

colinesterase. O azametifós é altamente tóxico para aves e invertebrados aquáticos e 

moderadamente tóxico para peixes, segundo o Pesticide Properties DataBase (2018). O 

azametifós é altamente eficaz (85% ou melhor) contra piolhos de salmão (Salmo salar) 

e pré-adultos (Lepeophtheirus salmonis) e é o fármaco mais utilizado para controle de 

Caligus rogercresseyi na salmonicultura do Chile (Roth et al., 1995). 

A utilização destes inseticidas aumenta os impactos ambientais, uma vez que 

estes são lixiviados e/ou carreados com a chuva até os recursos hídricos. A 

contaminação destes locais frequentemente é observada por meio da mortalidade do 

sistema biótico, entretanto, outros sinais como alterações genéticas, histológicas, 

bioquímicas, fisiológicas e comportamentais podem ocorrer nos organismos não alvos.  

As variáveis hematológiasos são ferramentas sensíveis para o diagnóstico de 

doenças e monitoramentos do status fisiológico de peixes expostos a agentes tóxicos 

(Zhang et al., 2007). Os parâmetros hematológicos podem disponibilizar informações 

satisfatórias acerca das respostas fisiológicas dos peixes frente aos estressores 

ambientais por duas razões principais: a associação entre o ambiente externo e o sistema 

circulatório dos peixes e a disponibilidade de acessar o sangue dos peixes (Elahee e 

Bhagwant, 2007). 

As alterações histológicas e morfológicas são observadas em diversos organismos 

afetados por contaminantes. As brânquias de peixes, por exemplo, são altamente 

sensíveis a materiais irritantes presentes na água (Wester e Roghair, 1994).  
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Assim, na produção aquícola brasileira é comum a utilização de produtos 

químicos sem registro, de outras áreas da produção agropecuária de forma 

indiscriminada em todas as fases da produção. Esta prática tem causado vários impactos 

diretos e indiretos na qualidade do peixe produzido. O desenvolvimento de novas 

moléculas com perfil adequado a piscicultura brasileira é o ponto principal no 

desenvolvimento e na qualidade dos processos de tratamento de doenças, garantindo 

ausência de efeitos subletais, morfofuncionais e genéticos nos peixes alvos do 

tratamento, baixa toxicidade ambiental para organismos não alvos dos tratamentos, 

aumentando a saúde ambiental e melhor qualidade do produto final para o consumidor. 

 Baseado nas premissas de boas práticas de manejo, o desenvolvimento e 

prospecção de novas moléculas para o tratamento de doenças é fundamental no processo 

de tomada de decisão sobre o desenvolvimento da piscicultura brasileira. O azametifós 

apresenta histórico favorável à sua caracterização e utilização, pois possui registro 

específico para aquicultura em outros países, porém é necessário a sua avaliação em 

condições e para modelos biológicos nativos, perfil ecotoxicológico dos possíveis 

efeitos crônicos nos tecidos dos peixes, efeitos durante o tratamento e a recuperação dos 

animais. 

 

2. Objetivos  

 

Os objetivos deste estudo foram: 

i) Avaliar a toxicidade aguda (CL50/CE50) do azametifós para as macrófitas 

não alvos lentilha d’água (Lemna minor) e samambaia d’água (Azolla 

caroliniana), para o caramujo (Pomacea canaliculata) e o peixe zebrafish 

(Danio rerio). 

ii) Avaliar a toxicidade aguda e crônica do azametifós para o tambaqui 

(Colossoma macropomum). 

iii) Análisar a histopatológica de brânquia, cérebro, fígado e rim após o ensaio 

de toxicidade crônica do azametifós para o tambaqui (C. macropomum). 

iv) Simular o tratamento com azametifos e recuperação do tambaqui (C. 

macropomum) e análises histopatológicas e hematológica. 
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MANUSCRITO 1 

TOXICIDADE AGUDA E CRÔNICA DO AZAMETIFOS PARA ORGANISMOS 

AQUÁTICOS NEOTROPICIAIS 

 

Isabella Alves Brunetti1*, Camila Aparecida Faleiros2, Pâmela Castro Pereira3, 
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1 Centro de Aquicultura da Unesp, Câmpus de Jaboticabal. Via de Acesso Prof. Dr. 

Paulo Donato Castellane, s/n, Zonal Rural, Jaboticabal (SP), Brasil. Cep: 14884-900. 
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2Centro Universitário da fundação Educacional de Barretos – UNIFEB, departamento 

LEEA – Laboratório de Ecotoxicologia e Eficácia dos Agrotóxicos.  

3Unesp FCVA – Produção Vegetal, campus Jaboticabal-SP. 

Resumo 

O maior problema na utilização de fármacos na criação de peixes são os possíveis 

efeitos sobre os organismos aquáticos não alvos. Assim, o emprego de organismos 

bioindicadores de exposição representam alternativa econômica para a estimativa da 

toxicidade ambiental. O objetivo deste estudo foi avaliar a toxicidade aguda 

(CL50/CE50) do azametifós para as macrófitas Lemna minor e Azolla caroliniana, para 

o molusco Pomacea canaliculata e para o zebrafish (Danio rerio); avaliar a toxicidade 

aguda e crônica do tambaqui (Colossoma macropomum) e realizar análises 

histopatológica após o ensaio de toxicidade crônica do tambaqui. Ensaios de toxicidade 

aguda foram realizados com A. caroliniana, L. minor, P. canaliculata, D. rerio e C. 

macropomum de acordo com as normas da ABNT e OECD. Para os ensaios de 

toxicidade crônica os peixes foram expostos às concentrações subletais dos inseticidas 

por sete dias, e coletadas amostras de órgãos (brânquia, fígado, cérebro e rim) para 

avaliação histológica. O azametifós é pouco tóxico para Azolla caroliniana (CL50: 

13,39), moderadamente tóxico para L. minor (CL50: 6,53), C. macropomum (CL50: 

1,40) e muito tóxico para o P. canaliculata (CE50: 0,45) e D. rerio (CL50: 0,52). A 

exposição subletal de tambaqui ao inseticida causou alterações histológicas em 

brânquia, cérebro, fígado e rim. A presença de azametifós em ambientes aquáticos pode 

comprometer a sobrevivência de organismos não alvos e prejudicar o funcionamento 

dos órgãos dos peixes expostos.  

mailto:isabella.abrunetti@hotmail.com
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Palavras chaves: Ecotoxicologia; plantas aquáticas, peixes; organofosforado. 

Abstract 

The biggest problem in the use of drugs in fish farming is the possible effects on non-

target aquatic organisms. Thus, the use of exposure bioindicator organisms represents 

an economical alternative for estimating environmental toxicity. The aim of this study 

was to evaluate the acute toxicity (LC50 / EC50) of azametiphos for the macrophytes 

Lemna minor and Azolla caroliniana, for the mollusk Pomacea canaliculata and for the 

zebrafish (Danio rerio); evaluate the acute and chronic toxicity of tambaqui (Colossoma 

macropomum) and perform histopathological analysis after the chronic toxicity test of 

tambaqui. Acute toxicity tests were performed with A. caroliniana, L. minor, P. 

canaliculata, D. rerio and C. macropomum in accordance with ABNT and OECD 

standards. For chronic toxicity tests, fish were exposed to sublethal concentrations of 

insecticides for seven days, and organ samples (gills, liver, brain and kidney) were 

collected for histological evaluation. Azametiphos is slightly toxic to A. caroliniana 

(CL50: 13.39), moderately toxic to L. minor (CL50: 6.53), C. macropomum (CL50: 

1.40) and very toxic to P. canaliculata (EC50: 0.45) and D. rerio (LC50: 0.52). The 

sublethal exposure of tambaqui to the insecticide caused histological changes in gills, 

brain, liver and kidney. The presence of azametiphos in aquatic environments can 

compromise the survival of non-target organisms and impair the functioning of exposed 

fish organs. 

Keyword: Ecotoxicology; aquatic plants, fish; organophosphate. 

 

1. Introdução 

 

A utilização de fármacos na aquicultura tem se tornado uma prática comum a 

cada ciclo de produção, especialmente devido a ocorrência de novos patógenos 

introduzidos por espécies exóticas, do desenvolvimento de resistência e da 

intensificação dos sistemas de produção (Carraschi et al., 2016). Em aquicultura 

intensiva há muitas opções de controle de doenças, incluindo ração medicamentosa 

contendo antimicrobianos e antiparasitários, banhos químicos, vacinas, métodos 

mecânicos (tais como mudanças temporárias na temperatura ou salinidade da água para 
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combater parasitas externos) e práticas eficazes de biossegurança e manejo (Noga, 

2011; Love et al., 2020).  

Os fármacos utilizados para controle do piolho de salmão (Lepeophtheirus 

salmonis) (Langford et al., 2014; Samuelsen et al., 2015) foram fundamentais para o 

estabelecimento da sua cadeia produtiva, especialemte o uso de azametifos e 

deltametrina (Johannessen, 2017; Grefsrud et al., 2018). Um exemplo de intensificação 

é produção mundial de salmão do Atlântico (Salmo salar) que se expandiu rapidamente 

nos últimos anos, porém o principal problema encontrado na criação de salmão é a 

presença de ectoparasitas copépodes pertencentes aos gêneros Lepeophtheirus e Caligus 

(Caligidae: Crustacea) (Rae, 2002). 

Contudo, o uso de fármacos pode trazer impactos negativos aos sistemas 

aquáticos onde estão inseridos os sistemas de produção. Assim, é necessário a avaliação 

de toxicidade e os efeitos tóxicos das substâncias químicas para a biota aquatica 

(Magalhães; Filho, 2008). Para Jardim (2004) os testes toxicidade são ferramentas para 

o estudo dos efeitos dos agentes tóxicos sobre organismos aquáticos e está 

fundamentado no princípio de que a resposta dos organismos vivos depende da dose do 

tóxico a que foram submetidos. 

 Os dados ecotoxicológicos são base para se estabelecer quantidades limites 

seguras dos contaminantes químicos no ambiente e para a avaliação de risco ambiental. 

Os testes ecotoxicológicos iniciam-se com a toxicidade aguda, estabelecida com a 

determinação da concentração efetiva média (CE50) - concentração que provoca 

imobilidade/mortalidade em metade dos organismos-testes. Nestes testes avalia-se uma 

resposta rápida e severa dos organismos aquáticos ao estímulo que se manifesta, 

geralmente em períodos entre 24 a 96 horas (Rand e Petrocelli, 1985).  

Nos estudos de toxicidade crônica avalia-se a ação das substâncias químicas por 

meio da resposta a um estímulo por longo período, geralmente de 1/10 do ciclo vital até 

a totalidade da vida do organismo. Esses efeitos são subletais, onde as concentrações do 

agente tóxico permitem a sobrevivência do organismo, porém afetam suas funções 

biológicas, como a reprodução, desenvolvimento de ovos, crescimento, maturação e 

comportamento (Rand e Petroceli, 1985). 

Para a escolha de um bioindicador ideal, deve ser observada uma série de 

características, tais como a plasticidade do animal ou planta a sobreviver a um ambiente 

considerado saudável, mas também suportar o ambiente exposto ao contaminante alvo, 
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abundância do organismo e facilidade no manuseio em laboratório (Lins et al., 2017). 

Diante deste fato, os peixes apresentam características favoráveis como bioindicadores, 

pois apresentam um número elevado de indivíduos, importância ecológica e possuem 

um alto nível de estratégias comportamentais e reprodutivas, assim como o fato de 

serem muito sensíveis a variações do meio (Fávaro; Oliveira, 2012; Rand, 2008). 

A planta aquática Azolla caroliniana é uma planta flutuante que não está 

estabelecida como bioindicador nas normas de ensaios ecotoxicológicos, mas apresenta 

facilidade de manejo, curto ciclo de vida, é de pequeno porte (Bennicelli et al., 2004; 

Guimarães et al., 2006; Silva et al., 2012), e tem demonstrado sensibilidade a diversos 

produtos químicos como herbicidas, fungicidas e inseticidas (Della Vechia et al., 2016; 

Sanford et al., 2020), dentre outros. A Lemna minor é bioindicador obrigatório em 

processos de registros de produtos químicos e tem sido utilizada em uma ampla 

variedade de pesquisas de ecotoxicologia, com fontes de cobre, herbicida diquat 

(Garlich et al., 2016), metais pesados (Rezania et al., 2016) e produtos farmacêuticos e 

de cuidados pessoais (PPCPs) (Ebele et al., 2017).  

O caramujo de água doce Pomacea canaliculata não é obrigatório em norma de 

ensaio ecotoxicológico, porém é um bom bioindicador, sensível aos xenobióticos 

(Venturini et al., 2008; Xu et al., 2017). O zebrafish (D. rerio) é peixe um modelo em 

ecotoxicologia, de pequeno porte, fácil reprodução e manejo (Hill et al., 2005).  

O tambaqui (C. macropomum), como bioindicador da qualidade ambiental têm 

sido relatados em diversos trabalhos como Affonso et al. (2002), Ferreira da Costa et al. 

(2004), Matsuo et al. (2005), Assis et al. (2007, 2010), Duarte et al. (2010), Rico et al. 

(2011), Salazar-Lugo et al. (2009, 2011), na avaliação da espécie aos efeitos de 

potenciais poluentes. Essa espécie é encontrada em águas com temperatura entre 25 °C 

e 34 °C (Dairiki; Silva, 2011), habita lagoas abertas, muitas vezes sujeito a condições 

temporárias de hipóxia (ou até a anóxia), entretanto é considerada uma espécie tolerante 

a hipóxia (~ 1 mg/L) (Affonso et al., 2002; Sundin et al., 2000; Dairiki; Silva, 2011), 

são tolerantes a variações de pH entre 4,0 e 8,0, demonstrando ausência de perturbação 

do equilíbrio iônico (Marcon Filho, 1999). 

No ambiente natural, o tambaqui é classificado como frugívoro exclusivo, 

quando adulto, e onívoro com tendência zooplanctofágo, na fase jovem (Saint-Paul, 

1984). Na Amazônia, o tambaqui, C. macropomum, vem sendo utilizado como 

organismo bioindicador (Brust e Pintos, 2005; Araujo et al., 2005; Oliveira et al, 2005).  
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Devido a falta de fármacos com registros para aquicultura, mas a necessidade de 

utilização para conter os patógenos, a utilização indiscriminada tem causado vários 

impactos diretos e indiretos na qualidade do peixe produzido. O desenvolvimento de 

novas moléculas com perfil adequado para a piscicultura brasileira é o ponto principal 

no desenvolvimento e na qualidade dos processos de tratamento de doenças, garantindo 

ausência de efeitos subletais, morfofuncionais e genéticos nos peixes alvos do 

tratamento, baixa toxicidade ambiental para organismos não alvos dos tratamentos, 

aumentando a saúde ambiental e melhor qualidade do produto para o consumidor. 

Baseado nas premissas de boas práticas de manejo, o desenvolvimento e 

prospecção de novas moléculas é fundamental no processo de tomada de decisão sobre 

o bom andamento da piscicultura brasileira. O azametifos apresenta histórico favorável 

à sua caracterização, pois possui registro específico em outros países, porém é 

necessário a avaliação em condições e para modelos biológicos brasileiros. Assim a sua 

caracterização é de fundamental importância para o conhecimento do seu perfil 

ecotoxicológico para utilização nos peixes nativos. Assim, o objetivo deste estudo foi 

avaliar toxicidade aguda (CL50; CE50) do azametifós para as macrófitas não alvos, 

Lemna minor e Azolla caroliniana, para o molusco Pomacea canaliculata e o zebrafish 

(Danio rerio). Avaliar a toxicidade aguda e crônica do azametifós para o tambaqui (C. 

macropomum) e análise histopatológica do ensaio de toxicidade crônica do azametifós 

para o tambaqui. 

2. Material e Métodos 

 

Para realização dos ensaios de toxicidade foi utilizado o ingrediente ativo 

azametifós C19H10ClN2O5P5, CAS. 35575-96-3, que pertence ao grupo químico dos 

organofosforados da classe dos inseticidas, com classificação toxicológica III – 

moderadamente tóxico. O produto é solúvel em água e sua composição é de: 

Azametifós 1,0 % p/p + atrativos e veículo (inertes).  

O projeto passou por aprovação na Comissão de ética no uso de animais – 

CEUA no Centro Universitário da Fundação Educacional de Barretos – UNIFEB, 

protocolo n° 06_2019. 

 

2.1. Ensaio de toxicidade aguda para as plantas aquáticas  
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As plantas L. minor e A. caroliniana foram cultivadas em caixas de 200,0 L 

contendo substrato orgânico, latossolo, areia (1:1;1; v v-1), com fotoperíodo natural. 

Após seu crescimento estas foram transferidas para cristalizadores contendo meio de 

cultivo Hoagland´s em sala de bioensaio com temperatura 25,0 ± 2,0 °C, com 

fotoperíodo de 12 horas de luz, por quatro dias (OECD, 2002).  

Para avaliação da sanidade do lote das plantas L. minor foi realizado um ensaio 

de toxicidade aguda (CL50;7d), sistema estático, com a substância referência cloreto de 

sódio (NaCl) com as concentrações: 0,01; 0,10; 0,50; 1,00; 2,00 e 4,00 g L-1 e o 

controle, com duração de sete dias. E para as plantas A. caroliniana, foi realizado um 

ensaio de toxicidade aguda (CL50;7d), estático, com a substância referência cloreto de 

sódio (NaCl) com as concentrações: 0,01; 0,09; 0,80; 1,40; 2,45 e 7,50 g L-1 e o 

controle, com duração de sete dias. 

Para L. minor para a substância referência cloreto de sódio (NaCl) a 

concentração letal 50% (CL50;7d) foi de 1,0 g L-1 sem determinação de intervalo de 

confiança. Para a A. caroliniana a sensibilidade ao cloreto de sódio a (CL50;7d) foi de 

1,29 g L-1 com intervalo de confiança de 95% entre 1,08 e 1,56 g L-1. A equação linear 

que representa a relação concentração-mortalidade e coeficiente de determinação de 

ambas as plantas estão representados na tabela 01.  

 Nos ensaios de toxicidade aguda do azametifós para as plantas aquáticas foram 

utilizadas as seguintes concentrações: 0,10;1,07; 3,44; 11,16; 36,40; e 118,0 mg L-1 e 

um controle. A avaliação da mortalidade das plantas foi realizada no 3°, 5° e 7° dia após 

aplicação do produto. Para a Azolla foram observados clorose (perda de clorofila) e 

necrose (morte das plantas) de acordo com a e Silva et al., (2012). E para a Lemna 

foram observados o aumento do número de frondes, clorose (perda de clorofila) e 

necrose (morte das plantas) de acordo com a OECD (2002) e Silva et al., (2012). 

 

Tabela 1. Equação linear da reta e coeficiente de determinação para Lemna minor e Azolla 

caroliniana. 

Organismo Equação da reta Coeficiente R2 

Lemna minor y = 5,08x + 14,10 0,89 

Azolla caroliniana y = 5,87x – 23,53 0,82 
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2.2. Ensaio de toxicidade aguda para o molusco 

Para a realização dos ensaios de toxicidade aguda os exemplares de P. 

canaliculata, com peso entre 1,2 ± 0,3 g cada, foram aclimatados por dez dias em sala 

de bioensaio em aquários com capacidade de 60,0 L com sistema de aeração, sistema 

estático, com temperatura a 25,0 ± 2,0 oC, com fotoperíodo de 12 horas de luz, e 

alimentados uma vez ao dia, com a macrófita aquática submersa Hydrilla verticillata. 

Inicialmente, para avaliar a sanidade e a sensibilidade dos organismos-teste foi 

realizado ensaio sensibilidade (CE50;48h) com a substância referência cloreto de 

potássio (KCl) com as concentrações: 0,10; 0,56; 1,00; 1,56 e 2,44 e 3,00 g L-1 e o 

controle, com três réplicas e cinco caramujos por réplica e 3,0 L de solução teste. A 

sensibilidade (CL50;48h) do caramujo (P. canaliculata) a substância referência cloreto 

de potássio (KCl) foi de 1,49 g L-1, com intervalo de confiança de 95% entre 1,23 a 1,82 

g L-1. A equação linear que representa a relação concentração-mortalidade é y = 38,0x – 

50,0 com coeficiente de determinação de R2 = 0,87.   

Os ensaios definitivos de azametifós para o caramujo utilizaram-se as seguintes 

concentrações: 0,10;1,07; 3,44; 11,16; 36,40; e 118,0 mg L-1 e um controle. A 

avaliaçãoda imobilidade foi realizada nos tempos de 24 e 48 horas. (Murty, 1988). 

Durante o ensaio de toxicidade aguda para o organismo (P. canaliculata) foi 

realizado a análise das variáveis de qualidade de água (temperatura, condutividade 

elétrica, pH e oxigênio dissolvido), que se mantiveram dentro do recomendado pela 

ABNT (2016), norma de ecotoxicologia para peixes e adaptada para o caramujo neste 

estudo, em todas as contrações e no controle, nos tempos 0h, 24h e 48h. (Tabela 2) 

 

 

 

Tabela 2. Média e desvio padrão geral das concentrações das análises de qualidade do ensaio de 

toxicidade aguda para P. canaliculata exposto ao azametifós. 

Tempos 

(horas) 

Temperatura 

(°C) 

Condutividade  

Elétrica (μS cm-1) 

pH Oxigênio 

dissolvido (mg L-1) 

0h 25,64 ± 0,05 121,51 ± 0,04 8,32 ± 0,03 2,02 ± 0,04 

24h 27,04 ± 0,03 125,34 ± 1,33 8,15 ± 0,03 1,16 ± 0,02 

48h 25,87 ± 0,10 119,76 ± 1,78 8,07 ± 0,24 1,10 ± 0,03 
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2.3. Ensaio de toxicidade aguada para o D. rerio e C. macropomum 

 

Os exemplares de zebrafish (D. rerio), com peso entre 0,6 ± 0,3 gramas, foram 

aclimatados em sala de bioensaio, em aquários com capacidade de 100 L. Os tambaquis 

(C. macropomum), com peso entre 1,9 ± 0,17 g, foram aclimatados durante dez dias em 

na sala de bioensaio em tanques com capacidade de 250,0 L, ambos os organismos com 

sistema de aeração contínuo promovido por bombas de ar, com temperatura a 25,0 ± 2,0 

oC, com foto período de 12 horas de luz, e alimentados à vontade, uma vez ao dia, com 

ração comercial (28,0 a 32,0% de proteína bruta), por dez dias (ABNT, 2016).  

Para avaliação da sanidade do lote de peixes foi realizado um ensaio de 

sensibilidade (CL50;48h) com a substância referência cloreto de potássio (KCl) com as 

concentrações: 0,10; 0,56; 1,00; 1,56 e 2,44 g L-1 e o controle, com três réplicas, cada 

uma com três animais, com duração de 48 horas. 

Nos ensaios definitivos com azametifós para peixes zebrafish (D. rerio) foram 

utilizadas as seguintes concentrações: 0,10; 0,50; 0,80; 1,07 e 3,50 mg L-1 e um 

controle, com três réplicas cada. A avaliação da mortalidade foi realizada nos tempos de 

24 e 48 horas e foram observados também os sinais clínicos (Murty, 1988) de cada 

concentração.  

Nos ensaios de toxicidade com o azametifós para peixes tambaqui (C. 

macropomum) foram utilizadas as seguintes concentrações: 0,10; 1,07; 3,44; 11,16; 36,5 

e 118,0 mg L-1 e um controle, com três réplicas cada, conforme a classificação da 

USEPA (2017). A avaliação da mortalidade foi observada nos tempos de 24 e 48 horas 

e foram observados também os sinais clínicos de cada concentração.  

Para o zebrafish (D. rerio) a sensibilidade ao cloreto de potássio (CL50;48h) foi 

de 1,46 g L-1, com intervalo de confiança de 95% entre 1,07 e 1,98 g L-1. Para tambaqui 

(C. macropomum) a (CL50;48h) foi de 1,0 g L-1 sem intervalo de confiança. A equação 

linear que representa a relação concentração-mortalidade e coeficiente de determinação 

de ambas os peixes estão representados na tabela 03.  

 

Tabela 3. Equação linear da reta e coeficiente de determinação para peixes. 

Organismo Equação da reta Coeficiente R2 

Colossoma macropomum y = 30x – 45,55 0,85 

Danio rerio y = 24,74x – 42,26 0,85 
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Durante o ensaio de toxicidade aguda para os organismos (D. rerio) e (C. 

macropomum) foi realizado a análise das variáveis de qualidade de água (temperatura, 

condutividade elétrica, pH e oxigênio dissolvido), que se mantiveram dentro do 

recomendado pela ABNT (2016), norma de ecotoxicologia para peixes, em todas as 

contrações e no controle, nos tempos 0h, 24h e 48h. (Tabela 4 e 5). 

 

 

Tabela 4. Média e desvio padrão geral das concentrações das análises de qualidade do ensaio de 

toxicidade aguda para D. rerio exposto ao azametifós. 

Tempos 

(horas) 

Temperatura 

(°C) 

Condutividade  

Elétrica (μS cm-1) 
pH 

Oxigênio 

dissolvido (mg L-1) 

0h 23,55 ± 0,07 137,87 ±0,3 8,81 ± 0,03 2,75 ± 0,3 

24h 23,63 ± 0,4 140,68 ± 0,3 8,57 ± 0,01 2,98 ± 0,3 

48h 26,27 ± 0,03 153,00 ±1,4 8,67 ± 0,02 3,23 ± 0,2 

 

Tabela 5. Média e desvio padrão geral das concentrações das análises de qualidade do ensaio de 

toxicidade aguda para C. macropomum exposto ao azametifós. 

Tempos 

(horas) 

Temperatura 

(°C) 

Condutividade  

elétrica (μS cm-1) 
pH 

Oxigênio 

dissolvido (mg L-1) 

0h 21,5 ± 0,1 105,1 ± 3,0 8,4± 0,4 6,1 ± 0,7 

24h 22,2 ± 0,1 112,8± 3,6 8,7± 0,2 4,3 ± 1,2 

48h 22,6± 0,1 121,0 ±6,1 8,6 ±0,1 4,4 ±1,0 

 

2.4.Ensaio de toxicidade crônica para peixe tambaqui (C. macropomum) 

 

Os exemplares de tambaqui (C. macropomum), com peso entre 85,00 ± 5,0 g, 

foram aclimatados em sala de bioensaio em caixas de 250,0 L com sistema de aeração 

contínuo promovido por bombas de ar, com temperatura a 25,0 ± 2,0 oC, com 

fotoperíodo de 12 horas, e alimentados com 2,5% do valor do peso total dos animais, 

uma vez ao dia, com ração comercial (32% de proteína bruta), durante o experimento.  

Para o ensaio de toxicidade crônica, em 15 recipientes com capacidade para 60 

litros com aeração e fluxo contínuo foram colocados 6 peixes. As concentrações de 

azametifós no ensaio de toxicidade crônico forma definidas através do ensaio de 

toxicidade aguda (Limite superior 2,03 mg L-1) por fator de divisão de 2,5; 5,0; 10,0 e 

50,0, com a obtenção das concentrações de 0,042; 0,21; 0,42 e 0,84 mg L-1 e um 
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controle, com três réplicas. O período de exposição que ao azametifós foi de 7 dias 

(ABNT NBR 15499:2007) e durante o ensaio foram observados os sinais clínicos de 

intoxicação (natação errática, perda da capacidade de arfagem, alteração na coloração, 

perda de apetite, letargia, corrosão de nadadeiras, hemorragia na pele, permanência na 

superfície da unidade, permanência no fundo da unidade e outros), conforme descrito 

por Murty (1988). 

Durante o ensaio foi realizada a análise da qualidade das variáveis de água (pH, 

condutividade elétrica, oxigênio dissolvido e temperatura) nos tempos de 0, 1, 5 e 7 dias 

após a aplicação do produto (ABNT, 2016). Após os 7 dias de aplicação foi realizado a 

coleta dos órgãos, brânquias, fígado, cérebro e rim dos organismos sobreviventes para 

análises histológicas.  

2.5. Análise histopatológica do tambaqui (C. macropomum) 

Ao término do ensaio de toxicidade crônica do azametifós dos animais 

sobreviventes foram coletadas amostras de brânquias, cérebro, fígado e rim. Os órgãos 

foram retirados, seccionados longitudinalmente e imersos em solução fixadora de 

formol (10%) por 24 horas.  

Após a fixação, os fragmentos passaram por desidratação, diafanização e 

inclusão em Histosec® (Merck). A seguir, foi realizada a microtomia em micrótomo 

manual, obtendo-se cortes de 3 a 5µm de espessura, corados com Hematoxilina-Eosina, 

e PAS (ácido periódico de Schiff) (Behmer et al., 1976). 

 

2.6.Análises estatísticas  

 

Os dados de toxicidade aguda e crônica foram submetidos à regressão linear e a 

estimativa da concentração letal (CL50) e efetiva (CE) pelo método de Trimmed 

Spearman-Karber (Hamilton et al., 1977) e classificação da ecotoxicidade de acordo 

com o proposto por US EPA (2017). 

 

3. Resultados e Discussão 

3.1. Toxidade aguda do azametifós para as plantas aquáticas  

No ensaio de toxicidade aguda azametifós para a L. minor a concentração letal (CL50;7d) 

foi de 6,63 mg L-1 (Tabela 6). Na concentração 11,16 mg L-1 ocorreu 62,0% de mortalidade e 

nas concentrações 36,5 e 118,0 mg L-1, 100,0% de mortalidade. A L. minor foi menos 
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sensível ao inseticida azametifós do que ao herbicida imazapyr com CL50;7d de 1,06 

mg L-1 (Cruz et al., 2015), porém mais sensível em comparação ao inseticida 

teflubenzuron com CL50;7d de 1176,16 mg L-1 (Medeiros et al,. 2013). 

Para a A. caroliniana a concentração letal 50% foi de 13,39 mg L-1 (Tabela 6) com 

ocorrência de 29,0% de mortalidade das plantas em 11,16 mg L-1. Em 36,5 e 118,0 mg 

L-1 ocorreu 93,0 e 100,0% de mortalidade respectivamente. Esta macrófita aquática foi 

mais sensível do que o herbicida glyphosate na formulação (Scout®) foi pouco tóxico 

para a Azolla caroliniana, com CL50;7d de 23,66 mg L-1 com limite inferior de 22,09 e 

superior de 25,34 mg L-1 (Silva, et al., 2012). 

 

Tabela 6. Toxicidade aguda e classificação ecotoxicológica do azametifós para as 

macrófitas testes. 

Toxicidade 

aguda 

(mg L-1) 

Limite 

inferior 
CL50;7d 

Limite 

superior 

Classificação 

USEPA (2017) 

Equação 

da reta 
R2 

Lemna minor 5,32 6,53 8,02 
Moderadamente 

tóxico 

y = 6,45x 

– 22,43 
0,88 

Azolla 

caroliniana 
11,04 13,39 16,24 Pouco tóxico 

y = 5,90x 

– 23,81 
0,79 

 

3.2. Toxicidade aguda para o caramujo e peixes  

Para o caramujo (P. canaliculata) a CE50;48h foi de 0,45 mg L-1 (Tabela 7). No 

ensaio de toxicidade aguada não ocorreu imobilidade na concentração de 0,10 mg L-1. 

Em 1,07 mg L-1 ocorreu 86,0%, em 3,50 mg L-1 foi de 93,0% e em 11,16; 36,5 e 118,0 

mg L-1,100,0%. A equação linear que representa a relação concentração-mortalidade é y 

= 46,5x – 33,33 com coeficiente de determinação de R2 = 0,80. O azametifós foi mais 

tóxico para o caramujo do que o parasiticida toltrazuril com CE50;48h de 7,59 mg L-1 

(Florêncio et al., 2014) e que o pesticida lambda-cialotrina (CE50;48h > 118,0 mg L-1) e 

inseticida alfacipermetrina (28,76 mg L-1) (Leonel et al., 2016). 

Para o zebrafish (D. rerio) a CL50;48h do azametifós foi de 0,52 mg L-1 (Tabela 7). 

Neste ensaio não ocorreu mortalidade na concentração 0,10 mg L-1. Em 0,50 mg L-1 

ocorreu 22,0% de mortalidade, em 0,80 mg L-1 ocorreu mortalidade de 88,0% e nas 

concentrações 1,07 e 3,50 mg L-1, 100,0%. A equação linear que representa a relação 

concentração-mortalidade é y = 21x – 39,71 com coeficiente de determinação de R2 = 

0,85. Para o zebrafish foi observado os sinais de: natação errática, perda da capacidade 

de arfagem e permanência no fundo, nas concentrações 0,10 e 0,50 mg L-1. 
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O azametifós foi mais tóxico para o zebrafish do que os inseticidas diflubenzuron 

(CL50;48h = 10,91 mg L-1) e o temefós (7,30 mg L-1) para o peixe mato grosso 

(Hyphessobrycon eques) (Abe et al., 2019) e apresentou toxicidade similar ao carbofuram 

para tilápia (O. niloticus) com CL50;48h de 0,44 mg L-1 (Americo-Pinheiro et al., 2020).  

Para o tambaqui (C. macropomum) a CL50;48h foi de 1,40 mg L-1 (Tabela 7). O 

azametifós não causou mortalidade em 0,50 mg L-1. Na concentração 1,07 mg L-1 

ocorreu 33,0% e nas concentrações 3,50 e 11,16 mg L-1, 100,0% de mortalidade dos 

organismos. A equação linear que representa a relação concentração-mortalidade é y = 

36,67x – 33,35 com coeficiente de determinação de R2 = 0,89. Para o tambaqui foi 

observado: natação errática, perda da capacidade de arfagem e permanência no fundo, 

nas concentrações 0,50 e 1,07 mg L-1. 

O azametifós foi mais tóxico para o tambaqui (1,40 mg L-1) do que o 

ectoparasiticida trichlorfon (Masoten®) para juvenis de pacu (P. mesopotamicus) com 

CL50;48h = 84,0 µg L-1 outro peixe de interesse para criação aquícola (Venturini et al., 

2014); o clorpyrifós (OPs) para o peixe Pseudetroplus maculatus com CL50;96h = 6,61 

µg L-1 (Raibeemol et al., 2015);  o inseticida teflubenzuron para a tilápia (O. niloticus) e 

para o pacu com CL50;48h > 1000,0 mg L -1 (Ikefuti et al., 2015), o imidacloprid para 

tilápia com CL50;48h = 140,50 mg L -1 (Américo-Pinheiro et al., 2019) e os inseticidas 

diflubenzuron (10,04 mg L -1) e temefós (7,11 mg L -1) para a tilápia (O. niloticus) (Abe 

et al., 2019). 

 

 

Tabela 7. Toxicidade aguda e classificação ecotoxicológicos do azametifós para os organismos 

teste. 

Toxicidade aguda 

(mg L-1) 

Limite 

inferior 
CE50/CL50 

Limite 

superior 

Classificação 

USEPA (2017) 

P. canaliculata 0,32 0,45 0,64 Muito tóxico 

D. rerio 0,39 0,52 0,71 Muito tóxico 

C. macropomum 0,96 1,40 2,03 Moderadamente 

Tóxico 

 

3.4. Toxicidade crônica para o organismo alvo tambaqui (C. macropomum)  

 

Durante o ensaio de toxicidade crônica do azametifós para o tambaqui não ocorreu 

mortalidade dos organismos. A concentração de efeito não observado (CENO) foi de 
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0,84 mg L-1 e a concentração efeito de observado de CEO > 0,84 mg L-1 não sendo 

possível o cálculo médio de valor crônico (VC).  Os inseticidas diflubenzuron e temefós 

também apresentaram valores baixos de CENO de 0,04 e 1,6 mg L -1 para o mato grosso 

(H. eques) (Abe et al., 2019), enquanto o inseticida teflubenzuron apresentou 

concentração de efeito não observado > 20,0 mg L -1 sem causar mortalidade para o 

pacu (P. mesopotamicus) após exposição de 7 dias (Ikefuti et al., 2015). A exposição 

crônica subletal do peixe Pseudetropus maculatus a 0,661 e 1,32 µg L-1 de clorpyrifos 

por 15 e 30 dias também não causou mortalidade (Raibeemol et al., 2020).  

O valor de efeito observado estimado para o tambaqui (0,84 mg L -1) não causou 

sinais clínicos de intoxicação durante os 7 dias de experimento.  

Na avaliação de qualidade de água (oxigênio dissolvido, condutividade elétrica e 

pH) não ocorreu diferença significativa entre os tratamentos e o controle em nenhum 

período durante a exposição crônica do tambaqui ao azametifós (Tabela 8), exceto para 

a variável pH em de 0h e 3 dias, que apresentou redução significativa entre os 

tratamentos em relação ao controle (Tabela 6). Assim, qualidade de água permaneceu 

dentro das recomendações da ABNT NBR 15499 (2016) para ensaios de toxicidade 

crônica.  

A variável de condutividade elétrica na fase inicial do ensaio estava alta devido à 

presença amônia (tabela 9) na água antes da aplicação do produto. Provavelmente 

devido as fezes e as excretas nitrogenadas dos peixes durante o período de aclimatação 

dos animais. Desse modo o N-Amoniacal como parte destes nutrientes solubilizados 

aumentam a condutividade elétrica. Após a aplicação sequencial do azametifós por sete 

dias consecutivos, a condutividade elétrica não teve alterações significatvivas e os 

valores obtidos se mantendo dentro dos padrões da norma da ABNT (2016) (Tabela 8).  

Tabela 8. Médias ± desvio padrão e análises estatística de qualidade de água para o 

teste de toxicidade crônica para o tambaqui, C. macropomum. 

Temperatura (ºC) 

Concentração  

(mg L-1) 
0h 1DAA 3DAA 7DAA 

0,0 28,60±0,25 a 28,5±0,05 b 29,6±0,05 a 30,3±0,10 a 

0,042 28,6±0,26 a 28,6±0,00 ab 29,4±0,05 b 30,2±0,00 a 

0,21 28,2±0,11 a 28,6±0,00 ab 29,4±0,00 b 30,0±0,05 b 

0,42 28,7±0,52 a 28,6±0,00 ab 29,4± 0,00 b 30,2±0,00 ab 

0,84 28,7±0,04 a 28,8±0,10 a 29,4±0,00 b 30,2±0,05 ab 
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DMS (5%) 0,82 0,18 0,13 0,17 

CV 1,07 0,23 0,17 0,2 

F 1,22NS 5,93NS 9,13* 6,08* 

Condutividade elétrica (μS cm-1) 

Concentração 

(mg L-1) 
0h 1DAA 3DAA 7DAA 

0,0 440,3±209,4 a 177,1±41,7 a 145,8±2,68 a 150,7±3,9 a 

0,042 310,4±159,2 a 159,7±19,0 a 144,7±1,76 a 149,0±2,0 a 

0,21 669,3±233,5 a 169,8±3,6 a 146,3±1,58 a 154,8±6,3 a 

0,42 758,3±275,1 a 202,5±16,6 a 145,8±0,36 a 152,6±0,8 a 

0,84 304,9±70,6 a 153,5±8,1 a 146,9±1,15 a 154,2±3,8 a 

DMS (5%) 543,4 59,54 4,39 10,42 

CV 40,71 12,84 1,12 2,54 

F 3,17NS 2,22NS 0,77NS 1,16NS 

Oxigênio dissolvido (mg L-1) 

Concentração 

(mg L-1) 
0H 1DAA 3DAA 7DAA 

0,0 2,2±2,3 a 3,5±1,2 a 3,5±0,9 a 3,4±1,6 a 

0,042 2,8±1,7 a 3,9±1,2 a 4,4±0,4 a 3,5±1,0 a 

0,21 2,4±1,3 a 3,9±0,5 a 3,9±0,6 a 3,2±1,3 a 

0,42 3,2± 0,6 a 3,9±0,6 a 4,2±0,3 a 3,7±0,6 a 

0,84 2,04±0,8 a 4,0±0,3 a 4,0±0,2 a 3,0±0,6 a 

DMS (5%) 4,1 2,32 1,53 3,02 

CV 60,23 22,38 14,05 33,43 

F 0,34NS 0,14NS 1,18NS 0,18NS 

pH 

Concentração 

(mg L-1) 
0H 1DAA 3DAA 7DAA 

0,0 9,1±0,24 a 8,2±0,05 a 8,6±0,05 a 8,5±0,26 a 

0,042 8,6±0,05 ab 8,2±0,05 a 8,4±0,05 b 8,3±0,05 a 

0,21 8,5±0,00 b 8,3±0,00 a 8,4±0,00 bc 8,3±0,05 a 

0,42 8,4±0,00 b 8,3±0,00 a 8,4±0,00 bc 8,3±0,05 a 

0,84 8,5±0,10 b 8,2±0,00 a 8,3±0,05 c 8,3±0,00 a 

DMS (5%) 0,61 0,12 0,12 0,33 
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CV 2,63 0,54 0,52 1,51 

F 4,51* 0,50NS 19,67* 1,15NS 

NSNão Significativo. * Significativo a 5% de probabilidade. Médias com a mesma letra 

minúscula na coluna não diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey 

(p>0,05).  

 

Tabela 9. Médias ± desvio padrão e análise estatística de amônia para o teste de 

toxicidade crônica para o tambaqui, C. macropomum. 

Concentração (mg L-1) 1DAA 3DAA 7DAA 

0,0 343,11±108,11 a 747,2±300,9 a 985,8±282,5 a 

0,042 293,89±78,64 a 610,9±196,3 a 824,5±220,7 a 

0,21 595,72±206,22 a 1086,0±419,5 a 1338,0±519,0 a 

0,42 519,41±40,44 a 852,1±89,4 a 1181,9±120,9 a 

0,84 574,68±243,97 a 1045,1±292,4 a 1369,8±455,9 a 

DMS (5%) 418,99 758,8 946,59 

CV 33,5 32,52 30,9 

F 2,35NS 1,50NS 1,31NS 

NSNão Significativo. Médias com a mesma letra minúscula na coluna não diferem 

estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (p>0,05). 
 

 Na análise histológica as brânquias dos animais do controle apresentaram padrão 

de peixes neotropicais e de outras espécies, constituída por uma lamela primária de onde 

partem as lamelas secundárias, com espaço interlamelar. Tanto as lamelas secundárias 

como o espaço interlamelar composto por células de sustentação, células mucosas 

(secretoras de muco substânciais), células cloretos e tecido conjuntivo de sustentação 

similar ao padrão de outros peixes teleósteos como o pacu (P. mesopotamicus) (Santos 

et al., 2015) 

Nos peixes expostos à concentração 0,021 mg L-1 de azametifós a estrutura foi 

similar ao controle, porém ocorreu perda da capacidade de sustentação das lamelas 

secundárias e aumento da estase sanguínea (Figura 6).  

Em 0,042 e 0,42 mg L-1 ocorreu aumento da estase sanguínea e em algumas 

lamelas foi possível observar a presença de aneurisma no ápice, desorganização ou 

necrose das células do espaço interlamelar e fusão do ápice da lamela secundária. Em 

0,84 mg L-1, foi similar as concentrações anteriores, porém apresentou diminuição do 

epitélio interlamelar e estase sanguínea mais evidente. Essas alterações são similares às 
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observadas em brânquias de alevinos de tilápia (O. niloticus) expostos a 3,0 a 16,0 mg 

L-1 de diflubenzuron (DFB); e em pacu (P. mesopotamicus) expostos a 35,0 mg L-1 de 

atrazine (Abe et al., 2019; Santos et al., 2015). 

 Os efeitos causados pelo azametifós foram mais leves do que os observados em O. 

niloticus exposta a 0,0088 mg L −1 carbofuran que foram:  pacu (P. mesopotamicus) 

exposto a 3,0 mg L -1 do herbicida glyphosate, edema subepitelial (Shiogiri et al., 2012),  

em O. niloticus exposta a 10,0 mg L -1 do inseticida temefós com edema branquial (Abe 

et al., 2019), congestão sanguínea, aumento do epitélio interlamelar e perda da 

capacidade de sustentação a organização branquial (Américo-Pinheiro et al., 2020). 

Porém as concentrações de 0,21 a 0,84 mg de azametifós L -1 as alterações foram 

consideradas severas, similares as descritas para O. niloticus exposta a 3,0 mg L -1 de 

diflubenzuron, que apresentaram perca de sustentação das lamelas e aneurisma (Abe et 

al., 2019). 

Esses eventos, podem estar associados a um processo fisiológico em resposta a 

tóxicos que resultam em uma diminuição de contato entre o sangue e a água, e pode 

levar a insuficiência de suprimentos de oxigênio no sangue, que devidos aos danos no 

epitélio branquial, diminuem as trocas gasosas, causando distúrbio no sistema 

respiratório (Barillet et al. 2010; Tilak e Kumari, 2009). 

O aneurisma de brânquia é uma grave patologia resultante do colapso da célula pilar 

so sitema e pode prejudicar a integridade vascular e causar rupturas do epitélio e 

subsequentes hemorragias e pode ser irreversível as brânquias dos peixes (Hinton e 

Laures, 1990; Nascimento et al. 2012).  
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Figura 6. A. Brânquia controle de Tambaqui (40x). B. Concentração 0,042 mg L-1 de 

azametifós, perda da capacidade de sustentação das lamelas secundárias (40x). C. 

Concentração 0,42 mg L-1 de azametifós, aumento da estase sanguínea nas lamelas 

(40x). D. Concentração 0,84 mg L-1 de azametifós, diminuição do epitélio interlamelar 

(40x).  

 

O fígado do tambaqui do controle da exposição ao azametifós, possui organização 

cordonal dos hepatócitos. A partir das veias centrais, formam-se os capilares sinusóides 

contendo em suas margens grupos de hepatócitos. Estes possuem formato levemente 

arredondado e o núcleo descolado para a periferia da célula. No citoplasma é possível 

identificar depósitos de glicogênio (PAS-Positivo). Também em algumas amostras 

histológicas foi possível identificar a presença do pâncreas exócrino envolvendo 

algumas veias centrais (Figura 7). 

Nas concentrações 0,021 e 0,042 mg L-1 ocorreu aumento do diâmetro dos capilares 

sinusóides e aumento no volume dos hepatócitos (hipertrofia), com desorganização do 

arranjo cordonal dos hepatócitos, em algumas regiões o núcleo com picnose e início de 

processo de necrose hepática. Onde a hipertrofia dos hepatócitos com deslocamento do 

núcleo paraa periferia da célula, que ocorre devido ao número de organelas, como o 
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lisoretículo endoplasmático e complexo de Golgi que são responsável pelo metabolismo 

de toxinas (Ba-Omar et al. 2011; Carraschi et al. 2012).  

Na concentração 0,42 mg L-1 e 0,84 mg L-1 foi similar aos demais, com picnose do 

núcleo dos hepatócitos. Estas alterações hepáticas também ocorreram em O. niloticus 

exposta por 7 dias a 0,0440 e 0,0888 mg de carbofuran L-1 (Américo-Pinheiro et al., 

2020). 

 

 

 

Figura 7. A. Fígado controle de Tambaqui (40x). B. Concentração 0,042 mg L-1 de 

azametifós, aumento do diâmetro do capilar sinusóide e aumento no volume dos 

hepatócitos (40x). C. Concentração 0,42 mg L-1 de azametifós, desorganização do 

arranjo cordonal dos hepatócitos (40x). D. Concentração 0,84 mg L-1 de azametifós, 

núcleo com picnose e início de processo de necrose hepática (40x). 
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Figura 8. E e F. Fígado controle de Tambaqui, presença do canal biliar e pâncreas 

exócrino (40x). 

 

 Esses eventos, portanto, podem ser associados ao mecanismo de defesa contra 

tóxicos circundantes, uma vez que o fígado é o principal local do processo de 

desintoxicação, as alterações ocorrem na tentativa de eliminar o produto durante o 

processo de desintoxicação (Abe et al., 2019). 

O rim de tambaqui é formado histologicamente por túbulos contorcidos distais, 

proximais, com glomérulos e presença de tecido hematopoiético. Nestas estruturas 

ocorre a presença de tecido conjuntivo frouxo muito delgado e células intersticiais. O 

glomérulo é revestido pela cápsula glomerular, composta por tecido conjuntivo delgado. 

Os túbulos contorcidos distais são compostos por epitélio prismático simples ciliado. 

Suas células apresentam núcleo basófilo e citoplasma acidófilo, enquanto, dos túbulos 

proximais são arredondados e suas células são menos reativas ao padrão acidófilo-

basófilo (Figura 9). 

 

Na concentração 0,021 e 0,042 mg L-1 de azametifós, ocorreu diminuição do volume 

glomerular, com desprendimento da capsula glomerular. Nas concentrações 0,42 e 0,84 

mg L-1 além das alterações anteriores também ocorreu desorganização da estrutura de 

sustentação dos túbulos contorcidos, apresentando necrose de células dos túbulos. 

Os resultados do presente trabalho foram similares aos encontrados por Mishra et al. 

(2008) para Channa punctatus (Bloch) sem exposição de produto apresentou no rim na 

histologia do tronco, o componente excretor caracterizado pelos túbulos renais e 

cápsulas de Bowman com glomérulos distribuídos no interstício dos tecidos 

hematopoiéticos. Os resultados da exposição aguda ao cromo 40 mg L-1 alterou os 
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componentes do tronco do rim, sendo observado hipertrofia das células epiteliais dos 

túbulos renais com a consequente redução de lúmens intubulares.  

 

 

Figura 9. A. Rim controle do tambaqui, presença de glomérulos (40x). B. Concentração 

0,042 mg L-1 de azametifós, presença de glomérulos, diminuição do volume glomerular. 

C. Concentração 0,42 mg L-1 de azametifós, presença de glomérulos, desorganização da 

estrutura de sustentação dos túbulos contorcidos (40x). D. Concentração 0,84 mg L-1 de 

azametifós, presença de glomérulos, necrose de células dos túbulos (40x). 

 

O tecido nervoso central dos peixes controle é formado por neurônios e células da 

glia. Os neurônios ocupam determinadas regiões do encéfalo (SNV). A região de córtex 

cerebelar é formada por suas camadas: molecular e granulosa, no limite entre as duas 

camadas ocorre a presença de células de Purkenji (Figura 10). A camada granulosa é 

formada por pequenos corpos de neurônios. Os espaços claros entre as células 

granulosas é o local onde ocorre as sinapses celulares. Na camada molecular estão 

visíveis corpos dos neurônios, os axônios e as sinapses, além das células de glia. Na 

região do mesencéfalo abaixo da camada granulosa, é possível observar a região 
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ependimária, composta por células ependimares que reveste os ventrículos do cérebro. 

Este epitélio de revestimento simples é formado por células cúbicas ciliadas. 

Na concentração 0,042 mg L-1 e 0,21 mg L-1 foram similares ao controle. E nas 

concentrações 0,42 mg L-1 e 0,84 mg L-1 ocorreu estase sanguínea no interior da camada 

molecular (Figura 10). 

 

 

Figura 10. A. Cérebro controle do tambaqui. (M:Camada molecular e G: Camada 

granulosa) B. Concentração 0,042 mg L-1 de azametifós, sem alterações. C e D. 

Concentração 0,42 e 0,84 mg L-1 de azametifós, estase sanguínea no interior da camada 

molecular (40x).  

 

4. Conclusão 

 

A toxicidade relativa do azametifós indica efeito muito tóxico para os bioindicadores 

caramujo e zebrafish e para o tambaqui (C. macropomum). Em exposição crônica o 

inseticida apresentou efeito subletal com alterações histopatológicas nos principais 

tecidos do peixe.  
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Resumo 

O objetivo deste estudo foi determinar o perfil hematológico e histopatológico 

do organismo alvo, tambaqui (C. macropomum), submetido ao ensaio de simulação de 

tratamento com azametifós e a recuperação. Os exemplares de tambaqui com peso entre 

95,0 a 100,0 g, foram aclimatados e alimentados com ração comercial. O ensaio de 

simulação de tratamento e recuperação foi realizado em triplicata, montado em caixas 

contendo 60,0 litros, com aeração e fluxo contínuo. Cada réplica continha 6 exemplares 

expostos ao azametifós e ao final de sete dias foram coletados três peixes de cada caixa. 

Posteriormente, os outros organismos foram mantidos nas caixas por mais 21 dias sem 

aplicação de produto para avaliação de recuperação. As concentrações aplicadas no 

ensaio de 0,042 mg L-1, 0,21 mg L-1, 0,42 mg L-1, 0,84 mg L-1 e controle. Para análises 

hematológicas, amostras de sangue dos peixes, foram coletadas por punção caudal. As 

amostras foram usadas para determinar as seguintes variáveis: hematócrito (Ht) teor de 

hemoglobina (Hb) contagem de glóbulos vermelhos (RBC) e cálculo dos índices 

hematimétricos: volume corpuscular médio (MCV), concentração média de 

hemoglobina corpuscular (MCHC) e hemoglobina corpuscular média (HCM). Foram 

coletadas amostras de brânquias, cérebro, fígado e rim dos animais e imersos em 

solução fixadora de formol (10%) e seguiu-se a rotina histológica convencional. Após 
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21 dias de recuperação, os organismos apresentaram aumento das taxas de VCM, HCM 

e CHCM em relação aos peixes avaliados após 7 dias de tratamento de azametifós. Para 

os leucócitos, ocorreu aumento de número de monócitos, neutrófilo e linfócitos após 7 

dias de aplicação do azametifós. Após 21 dias de recuperação houve diminuição dos 

leucócitos em todas as concentrações em relação ao controle, mostrando que o tempo de 

21 dias foi eficaz para a recuperação dos peixes. Para as análises histológicas com 7 dias 

de tratamento, todos as amostras apresentaram alterações significativas em relação ao 

controle. Após os 21 dias de recuperação do tratamento, as análises histológicas 

demonstraram que o tecido nervoso e hepático apresentou 100% de recuperação em 

todas as concentrações testadas. Nas brânquias, apenas nas concentrações 0,042 e 0,21 

mg L-1 ocorreu recuperação das lamelas branquiais e no tecido renal as células não 

foram recuperadas após os 21 dias. Assim, o ensaio de simulação de tratamento com o 

azametifós causa alterações histopatológicas transitórias, com recuperação dos tecidos 

branquiais, nervoso, hepático e do sangue após 21 dias.  

Palavras-chaves: Sangue, histologia, peixe, pesticida. 

 

Abstract 

The aim of this study was to determine the hematological and histopathological 

profile of the target organism, tambaqui (Colossoma macropomum), submitted to the 

azametiphos treatment simulation test and recovery. The tambaqui specimens weighing 

between 95.0 to 100.0 g, were acclimated and fed with commercial feed. The treatment 

and recovery simulation test was performed in triplicate, assembled in boxes containing 

60.0 liters, with aeration and continuous flow. Each replica contained 6 specimens 

exposed to the azametiphos product for 7 consecutive days. Three fish were collected 

from each box. Subsequently, the other organisms were kept in the boxes for another 21 

days without application of product for evaluation of recovery. Test concentrations of 

0.042 mg L-1, 0.21 mg L-1, 0.42 mg L-1, 0.84 mg L-1 and control. For hematological 

analyzes, blood samples from the fish were collected by caudal puncture. The samples 

were used to determine the following parameters: hematocrit (Ht) hemoglobin content 

(Hb) red blood cell count (RBC) and calculation of hematimetric indices: mean 

corpuscular volume (MCV), mean concentration of corpuscular hemoglobin (MCHC) 

and hemoglobin mean corpuscular (HCM). Samples of gills, brain, liver and kidney 
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were collected from the animals and immersed in a formaldehyde fixing solution (10%) 

and the conventional histological routine was followed. After 21 days of recovery, the 

organisms showed increased rates of VCM, HCM and CHCM in relation to the 

hematological profile during the 7 days of treatment of azametiphos. For leukocytes, 

there was an increase in the number of monocytes, neutrophils and lymphocytes after 7 

days of azametiphos application. After 21 days of recovery, there was a decrease in 

leukocytes in all concentrations compared to the control, showing that the 21-day time 

was effective for the recovery of fish. For histological analyzes with 7 consecutive days 

of azametiphos treatment, all samples showed significant changes in relation to the 

control. After 21 days of recovery from treatment, histological analysis showed that 

nervous and hepatic tissue showed 100% recovery of cells at all concentrations tested. 

In the gills, only 0.042 and 0.21 mg L-1 recovered the gill lamellae and in the renal 

tissue, the cells were not recovered after 21 days. Thus, the azametiphos treatment 

simulation test causes transient histopathological changes, with recovery after 21 days 

without application, in the branchial, nervous, hepatic and blood tissues and not causing 

significant hematological changes in tambaqui, however azametiphos has been shown to 

cause no damage to tambaqui. 

Keywords: Blood; histology; fish; pesticide. 

 

1. Introdução 

 

O monitoramento de ambientes aquáticos é um processo importante e necessário 

no gerenciamento dos recursos naturais, pois oferece a oportunidade de diagnosticar os 

possíveis impactos causados pela ação antrópica (Castro et al., 2019). 

Em ambientes desfavoráveis, os peixes são expostos a vários agentes 

patogênicos em que seu sistema de defesa desempenha um papel importante (Mohebbi 

et al., 2011; Dorucu et al., 2009).  Contudo na maioria das vezes ém necessário a 

intervenção e o tratamento com produtos químicos.  

Na aquicultura, os inseticidas organofosforados (OPs) são os mais utilizados 

para o controle de larvas de insetos predadores de peixes e eliminação de ectoparasitos 

(Mataqueiro, 2002; da Rocha, 2009). Entretanto devido ao fato de escassez de 
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conhecimento, grandes quantidades de organofosforados são utilizadas nos ambientes 

aquáticos e os peixes são frequentemente expostos a estas substâncias bioacumulativas 

(Dores; De-Lamonica, 2001; Canello Schalch et al., 2005). 

 O organofosforado azametifós é aplicado em alguns países produtores de 

salmonídeos no Oceano Atlântico e no Chile, para tratamento contra várias espécies de 

piolhos do mar (Aaen et al., 2015). Os organofosforados inibem o efeito da 

acetilcolinesterase (AChE), levando a um acúmulo de acetilcolina na fenda sináptica 

(Casida e Durkin, 2013). Isso atrapalha os impulsos neurais normais e os piolhos ficam 

paralisados e caem do peixe.  

Os compostos organofosforados têm sido amplamente utilizados como 

inseticida, acaricida e compostos anti-helmínticos por várias décadas. O triclorfon 

[ácido fosfônico, (2,2,2-tricloro-1-hidroxietil) -dimetil éster] pode ser oral, topicamente 

ou parenteralmente usados para controlar parasitas em várias espécies animais. É 

empregado em tratamentos de peixes de água doce infestados por Argulus sp., Ergasilus 

sp., Lernea sp., Dactylogyrussp., Trichodinas sp. e contra piolhos do mar no salmão, em 

carpas, trutas e enguias. (Burridge et al. 2010);  

Os ensaios de recuperação podem contribuir para observar desequilíbrios do 

metabolismo antioxidante expostos a Spirulina platensis (Marigoudar et al. 2013; 

Bacchetta et al. 2014; Abdelkhalek et al. 2015). Alguns órgãos são altamente 

responsivos à exposição química, como brânquias, que são os primeiros órgãos em 

contato com o ambiente e a água e fígado, que desempenha um papel vital no 

metabolismo e desintoxicação de estressores químicos (Venturini et al., 2019).  

Neste contexto de monitoramento das alterações por fármacos, a hematologia 

consiste em estudar as alterações dos padrões e possíveis distúrbios morfológicos das 

células existentes no sangue. Seu estudo é baseado pela quantificação de eritrócitos, 

leucócitos e trombócitos (Tavares-Dias; Moraes, 2004), assim como nos demais 

componentes existentes tais como, proteína plasmática, hemoglobina, entre outros. Os 

parâmetros sanguíneos assim como bioquímicos e enzimáticos, auxiliam na condução 

de estudos sobre contaminação ambiental (Silva et al. 2012).  

Segundo Adhikari et al. (2004), os parâmetros hematológicos podem ser 

considerados com indicadores fisio-histopatológicos de um corpo como todo, sendo 
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assim, uma das peças fundamentais para o diagnóstico da funcionalidade do sistema do 

peixe exposto a um contaminante. A utilização da hematologia como biomarcador 

ambiental, pode permitir uma avaliação mais rápida da saúde dos organismos, podendo 

ser indicadores da exposição ou de efeito de xenobióticos (Mayer et al., 1992; da Rocha, 

2009). Além disso, análises hematológicas auxiliam na determinação da fisiologia de 

um organismo e pode refletir indicadores ambientais e os efeitos tóxicos de produtos 

químicos (Gabriel et al. 2007; Ghaffar et al. 2014). 

 Outra ferramenta são as análises histológicas, importantes como biomarcadores 

na avaliação dos efeitos subletais de contaminantes ou patógenos. Além disso, as 

mudanças histológicas fornecem uma resposta rápida para auxiliar naidentificação de 

estressores e detectar seus efeitos nos tecidos (Bernet et al. 1999; Moon et al. 2006; 

Figueiredo-Fernandes et al. 2007).  

Baseado nas premissas de boas práticas de manejo, o desenvolvimento e 

prospecção de novas moléculas é fundamental na tomada de decisão sobre o 

desenvolvimento da piscicultura brasileira. O azametifós possui registro em outros 

países, mas é necessária sua avaliação em condições e modelos biológicos brasileiros. 

 O tambaqui, Colossoma macropomum, é um peixe nativo da bacia amazônica 

de grande importância econômica (Matsuo; Wood; Val, 2005; Salazar-Lugo et al., 

2011) e se destaca como a espécie mais cultivada no Brasil (MPA, 2011). Este peixe 

tem sido utilizado como bioindicado em estudos da qualidade ambiental e tem potencial 

nos estudos ecotoxicológicos.  

O tambaqui foi utilizado em estudos de toxicidade com o dicloreto de paraquate 

(Salazar-Lugo et al., 2011) e herbicida não-seletivo à base de glifosato (Braz-Mota et 

al., 2015). Diante disto, estudos utilizando o tambaqui são necessários devido à sua 

ampla criação comercial no Brasil bem como em outros países da América do Sul 

(Ferri, 2019). Assim, o objetivo deste estudo foi determinar o perfil hematológico e 

histopatológico do organismo alvo, tambaqui (C. macropomum), submetido ao ensaio 

de simulação de tratamento com azametifós e recuperação, após 21 dias.  

2. Material e Métodos 
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Para realização dos ensaios de toxicidade foi utilizado o ingrediente ativo 

azametifós C19H10ClN2O5P5, CAS. 35575-96-3, que pertence ao grupo químico dos 

organofosforados da classe dos inseticidas, com classificação toxicológica III – 

moderadamente tóxico. O produto é solúvel em água e sua composição é de: 

Azametifós 1,0 % p/p + atrativos e veículo (inertes).  

O projeto passou por aprovação na Comissão de ética no uso de animais – CEUA no 

Centro Universitário da Fundação Educacional de Barretos – UNIFEB, protocolo n° 

06_2019. 

2.1. Simulação de tratamento e recuperação do organismo alvo tambaqui (C. 

macropomum) 

Os exemplares de tambaqui (C. macropomum), com peso entre 95,0 ± 5,0g, 

foram aclimatados em sala de bioensaio em caixas de 250,0 L com sistema de aeração 

contínua promovido por bombas de ar, com temperatura a 25,0 ± 2,0 oC, com 

fotoperíodo de 12 horas, e alimentados com 2,5% do valor do peso total dos animais, 

uma vez ao dia, com ração comercial (28,0 a 32,0% de proteína bruta), durante 30 dias. 

O ensaio de simulação de tratamento e recuperação foi realizado em triplicata, 

em caixas de 60,0 litros, com aeração e fluxo contínuo. Cada réplica continha 6 

exemplares expostos ao produto azametifós por 7 dias e o controle, adaptados a norma 

da ABNT NBR 15499:2007. Foram coletados três peixes de cada réplica de cada 

tratamento. Posteriormente, os outros organismos foram mantidos nas caixas por mais 

21 dias sem aplicação de produto para avaliação de desintoxicação. 

As concentrações aplicadas no ensaio foram definidas através do ensaio de 

toxicidade aguda. Através da determinação da CL50%(48h) de 1,40 mg L -1, com limite 

inferior de 0,96 e superior de 2,10 mg L -1, as concentrações foram determinadas a partir 

do valor do limite superior, que foi dividido por 5, 10, 50 e 100, determinando o valor 

das novas concentrações aplicadas no ensaio de 0,042 mg L -1, 0,21 mg L -1, 0,42 mg L -

1, 0,84 mg L -1 e controle. 

2.2. Análises hematológicas 

Para análises hematológicas, amostras de sangue dos peixes (1 mL), foram 

coletadas por punção caudal, utilizando-se seringa e agulha heparinizadas. As amostras 

foram usadas para determinar os seguintes parâmetros: hematócrito (Ht) (técnica do 
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microhematócrito), teor de hemoglobina (Hb) (método da cianomethemoglobina), 

contagem de glóbulos vermelhos (RBC) (com câmara Neubauer) e cálculo dos índices 

hematimétricos: volume corpuscular médio (MCV), concentração média de 

hemoglobina corpuscular (MCHC) e hemoglobina corpuscular média (HCM) (Ranzani-

Paiva et al. 2013). 

Imediatamente após a coleta do sangue, foram confeccionadas extensões, 

posteriormente coradas pelos corantes May-Grünwald-Giemsa (MGG), realizadas as 

contagens de eritrócitos, leucócitos totais e diferenciais (WBC) e de trombócitos 

(Tromb) pelo método indireto (Hrubec e Smith, 1998). O teor de proteínas totais no 

plasma foi determinado usando um refractômetro. 

As análises hematológicas foram analisadas em dois momentos: após 7 dias de 

tratamento e após 21 dias de recuperação. 

2.3. Análises histopatológicas 

As amostras foram coletadas em dois momentos do experimento, primeiro após 

7 dias de exposição e depois após 21 de recuperação foram coletadas amostras de 

brânquias, cérebro, fígado e rim dos animais sobreviventes. Os órgãos foram retirados, 

seccionados longitudinalmente e imersos em solução fixadora de formol (10%) por 24 

horas. 

Após a fixação, os fragmentos passaram por desidratação, diafanização e inclusão 

em Histosec® (Merck). A seguir, foi realizada a microtomia em micrótomo manual, 

obtendo-se cortes de 3 a 5µm de espessura, corados com Hematoxilina-Eosina e PAS 

(ácido periódico de Schiff) (Behmer et al., 1976). 

3. Resultados e Discussão 

 

Após 7 dias de exposição diárias ao azametifós e após 21 dias de recuperação os 

parâmetros hematológicos dos animais não apresentaram diferenças significativas entre 

as concentrações avaliadas (Tabela 1 e 2).  
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Tabela 1. Valores médio desvio (n=30) dos parâmetros sanguíneos (série vermelha) em juvenis de tambaqui (C. macropomum), submetidos às concentrações 

(mg L-1) de Azametifós e recuperação de 21 dias após aplicação. 

Parâmetros 
Aplicação de azametifós  

Controle 0,042 mg L-1 0,21 mg L-1 0,42 mg L-1 0,84 mg L-1 DMS CV F 

Eritrócitos (x 106/µL) 262,00 a 226,00 a 261,66 a 236,91 a 261,25 a 151,66 35,83 0,22NS 

Hematócrito (%) 27,61 a 26,60 a 28,95 a 29,80 a 29,63 a 4,08 8,44 1,96NS 

Hemoglobina (g/dL) 7,06 a 6,20 a 7,22 a 7,28 a 6,54 a 2,52 21,71 0,60NS 

Proteína Total 3,03 a 2,88 a 3,21 a 3,06 a 2,91 a 0,84 16,43 0,43NS 

CHCM (g/dL) 25,46 a 23,34 a 25,26 a 24,49 a 21,78 a 8,34 20,43 0,58NS 

HCM (pg) 0,000027 a 0,000038 a 0,000031 a 0,000040 a 0,000025 a 0,0000 64,42 0,61NS 

VCM (fL) 0,010 a 0,015 a 0,013 a 0,018 a 0,012 a 0,018 75,74 0,49NS 

 Recuperação    

Eritrócitos (x 106/µL) 246,83 a 232,25 a 243,91 a 198,08 a 144,08 a 159,45 44,14 1,26NS 

Hematócrito (%) 30,21 a 28,30 a 23,18 a 32,13 a 24,88 a 10,89 23,16 1,98NS 

Hemoglobina (g/dL) 7,09 a 7,60 a 8,17 a 8,02 a 6,67 a 3,33 26,16 0,62NS 

Proteína Total 2,73 a 2,68 a 2,95 a 3,16 a 2,85 a 1,33 27,46 0,36NS 

CHCM (g/dL) 23,58 b 26,59 ab 36,00 a 24,97 ab 22,31 b 12,15 26,85 3,46* 

HCM (pg) 0,000032 a 0,000036 a 0,000046 a 0,000048 a 0,000048 a 0,0000 66,42 0,41NS 

VCM (fL) 0,013 a 0,014 a 0,014 a 0,019 a 0,018 a 0,017 64,14 0,44NS 

MCV: volume corpuscular médio, MCH: hemoglobina corpuscular média, MCHC: hemoglobina corpuscular média concentração; CV: 

Coeficiente de variação. 
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Tabela 10.  Valores médio desvio (n=30) dos parâmetros sanguíneos (série branca) em juvenis de tambaqui (C. macropomum), submetidos às concentrações 

(mg L-1) de Azametifós e recuperação de 21 dias após aplicação. 

Parâmetros 
Aplicação de azametifós  

Controle 0,042 mg L-1 0,21 mg L-1 0,42 mg L-1 0,84 mg L-1 DMS (5%) CV F 

Linfócito 94956,4 a 87907,4 a 106351,6 a 107391,4 a 85164,6 a 82733,7 50,63 0,26NS 

Monócito 57359,6 a 59890,6 a 54978,3 a 56883,1 a 64515,1 a 42821,9 43,00 0,13NS 

Neutrófilo 14788,8 a 13017,6 a 24580,3 a 20608,1 a 31437,8 a 28728,8 81,11 1,17NS 

Eosinófilo 94854,3 a 65184,1 a 75423,1 a 163761,5 a 80132,3 a 224739,0 138,25 0,53NS 

Trombócitos 654918,3 a 565000,0 a 653833,3 a 592291,6 a 653125,0 a 379400,7 35,86 0,22NS 

Recuperação  

Linfócito 135993,4 a 101612,0 a 113640,3 a 100842,9 a 65854,0 a 86684,6 49,35 1,48NS 

Monócito 66576,0 a 55822,3 a 46417,8 a 60335,8 a 37177,0 a 48499,7 53,69 0,99NS 

Neutrófilo 13839,0 a 11971,0 a 15345,5 a 10738,8 a 11245,6 a 13743,9 64,18 0,34NS 

Eosinófilo 50805,5 a 5954,0 a 61110,5 a 33501,0 a 19859,5 a 42514,1 55,76 3,03* 

Trombócitos 637464,1 a 577325,5 a 602389,5 a 502544,1 a 351520,0 a 398891,0 44,03 1,40NS 

CV: Coeficiente de variação. 
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As análises hematológicas após 7 dias de aplicação do azametifós, tanto para 

a série vermelha para a série branca não apresentaram diferenças significativas em 

relação ao controle.  

Para as análises de recuperação (21 dias sem aplicação do azametifós) para a 

série vermelha apenas a análise de CHCM apresentou diferença significativa, na 

concentração 0,021 mg L-1 com 36,00 g/dL. Semelhante aos valores de CHCM foram 

significativamente maiores no pacu (Piaractus mesopotamicus) tratados com 

toltrazuril e enrofloxacin, segundo Carraschi et al., 2016. O aumento de MCHC em 

peixes tratados (Florfenicol + thiamethoxam) indicam hemólise, de acordo com 

Thrall et al. (2006). 

As análises histopatológicas demonstram que o fígado dos tambaquis do 

controle apresenta organização cordonal dos hepatócitos e capilares sinusóides que 

se formam a partir das veias centrais. Os hepatócitos apresentam formato hexagonal 

levemente arredondado, com citoplasma claro, núcleo pouco basófilo e nucléolo 

evidente. Na avaliação da reação de ácido periódico de Schiff foi detectado a 

presença de grânulos de glicogênio no citoplasma dos hepatócitos. Demostrando as 

mesmas características descritas por Carraschi et al. (2016) para o pacu. 

 Após 7 dias de exposição, as concentrações de 0,042; 0,21 e 0,42 mg L-1 mg 

L-1, ocorreu hipertrofia dos hepatócitos e aumento do diâmetro dos capilares 

sinusóides. Similar a hipertrofia dos hepatócitos descrita por Carraschi et al., (2016) 

em pacu após tratamento com 3,0 mg L-1 toltrazuril, cinco dias, e a 90,0 mg L-1 

enrofloxacina, 7 dias. Na concentração 0,84 mg L-1 foi observado desarranjo na 

estrutura cordonal dos hepatócitos. 

Após os 21 dias de recuperação, com 0,042 mg L-1, a estrutura histológica do 

fígado foi similar à do controle, porém permaneceu o aumento do volume celular 

(hipertrofia) e aumento do diâmetro do capilar sinusóide. Em 0,21 mg L -1, 0,42 mg 

L-1 e 0,84 mg L-1, os hepatócitos ainda apresentaram hipertrofia e desarranjo na 

organização cordonal dos hepatócitos. Diferindo dos dados de Ignácio (2018) que 

observaram total recuperação do fígado após 30 dias de recuperação da exposição ao 

inseticida fipronil 
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Figura 2. A. Fígado controle de tambaqui. B. Concentração 0,042 mg L-1 de azametifós, 

ocorreu hipertrofia dos hepatócitos e aumento do diâmetro dos capilares sinusóides. C. 

Concentração 0,42 mg L-1 de azametifós, desarranjo na estrutura cordonal dos hepatócitos. 

 

 

Figura 3. A. Fígado controle de tambaqui. B. Concentração 0,042 mg L-1 após 21 dias de 

recuperação sem aplicação de azametifós, permaneceu o aumento do volume celular 

(hipertrofia) em algumas regiões e aumento do diâmetro do capilar sinusóide. C. 

Concentração 0,84 mg L-1 após 21 dias de recuperação sem aplicação de azametifós, os 

hepatócitos ainda apresentaram hipertrofia e desarranjo na organização cordonal. 

 

O tecido renal do tambaqui (C. macropomum) apresentaram as mesmas 

características sete dias após exposição e 21 dias após recuperação. Os glomérulos 

são compostos por vasos sanguíneos aferentes e eferentes anastomosados. Os túbulos 

contorcidos proximais são irregulares e são revestidos por um epitélio cúbico simples 

ciliados. Os túbulos contorcidos distais são arredondados e possuem o mesmo tipo 

epitelial. No estroma renal ocorre a presença do tecido hematopoiético. As 

concentrações 0,042 mg L-1; 0,21 mg L -1 são similares ao controle (Figura 4). 

A mesma descrição foi realizada por Carraschi et al., (2016) sobre o rim do 

pacu. Após sete dias de exposição, os peixes expostos a 0,21 e 0,42 mg L-1 

apresentaram desprendimentos dos glomérulos das cápsulas glomerulares e aumento 

entre as células dos túbulos contorcidos proximais e em 0,84 mg L-1 a estrutura 

glomerular apresentou desprendimento da cápsula e desarranjo da cápsula 
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glomerular. Essas alterações diferem de pacu após tratamento com 3,0 mg L-1 

toltrazuril, 90,0 mg L-1 enrofloxacina, antibiótico, por 5 e 7 dias, em que 

ascaracterísticas histológicas demonstraram semelhantes aos do controle. 

Após os 21 dias de recuperação, com 0,042 mg L-1, foi similar ao controle. 

Na concentração 0,042 mg L -1,0,21 e 0,42 mg L -1, ocorreu desprendimento dos 

glomérulos da capsula glomerular. Em 0,84 mg L-1 apresentou aumento do 

espaçamento entre as células do túbulo proximal. Esses dados diferem de Ignácio 

(2018) que observaram pontos de vacuolização celular em rins de pacu após 30 dias 

de recuperação após exposição de 0,64 mg L-1 de fipronil. 

 

Figura 4. A. Rim controle de tambaqui, presença de glomérulos. B. Concentração 0,42mg L-

1 de azametifós, similar ao controle, presença de glomérulos. C. Concentração 0,84 mg L-1 de 

azametifós, ocorreu desprendimentos dos glomérulos das capsulas glomerulares e aumento 

entre as células dos túbulos contorcidos proximais.  

 

Figura 5. A. Rim controle de tambaqui, presença de glomérulos. B. Concentração 0,21 mg 

L-1 após 21 dias de recuperação sem aplicação do azametifós, foram similares ao controle e 

ema algumas regiões ocorreram desprendimento dos glomérulos da capsula glomerular C. 

Concentração 0,42 mg L-1 após 21 dias de recuperação sem aplicação do azametifós, 

aumento do espaçamento entre as células do túbulo contorcido proximal. 

 

A brânquia do tambaqui (C. macropomum) é constituída por lamela primária 

formada por tecido cartilaginoso e tecido conjuntivo revestido por epitélio mucoso de 

revestimento. Da lamela prim´sria partem as lamelas secundárias formadas por tecido 
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conjuntivo de sustentação, revestido por células mucosas, células de sustentação 

(pilares) e células cloreto. Essa descrição histológica é semelhante ao analisado por 

Carraschi et al., (2016) em pacu. 

 Após 7 dias de exposição, na concentração 0,042 mg L-1 ocorreu estase 

sanguínea no interior da lamela secundária. Nas concentrações 0,21; 0,42 e 0,84 mg 

L-1 ocorreu desarranjo da estrutura de sustentação da lamela secundária. Diferindo ao 

que foi apresentado por Guimarães et al. (2007), que expôs tilápias (Oreochromis 

niloticus) ao produto organofosforado triclorfon com concentração única de 0,25 

ppm e os organismos expostos apresentaram edema e congestão sanguínea próximos 

as lamelas primárias. 

Após 21 dias de recuperação nas concentrações 0,042 e 0,21 mg L-1, 

apresentaram similaridade ao controle, mostrando total recuperação das estruturas 

branquiais. Na concentração 0,42 mg L-1 ocorreu estase sanguinea na lamela 

secundária e desarranjo da estrutura de sustentação. Em 0,84 mg L-1 ocorreu 

desarranjo da estrutura de sustentação da lamela secundária, mas a estrutura tecidual 

apresentou recuperação após 21 dias sem aplicação do produto azametifós. 

Semelhante ao apresentado por Ignácio (2018) as amostras de pacu coletadas no 30º 

dia de recuperação inseticida fipronil na concentração 0,64 mg L-1, as brânquias se 

apresentaram totalmente recuperadas. 
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Figura 6. A. Brânquia controle de tambaqui. B. Concentração 0,042 mg L-1 de azametifós, 

ocorreu estase sanguínea no interior da lamela secundária e desarranjo leve da estrutura de 

sustentação da lamela secundária. C. Concentração 0,21 mg L-1 de azametifós, ocorreu estase 

sanguínea no interior da lamela secundária e desarranjo leve da estrutura de sustentação da 

lamela secundária.  D. Concentração 0,42 mg L-1 de azametifós, ocorreu estase sanguínea no 

interior da lamela secundária e desarranjo leve da estrutura de sustentação da lamela 

secundária 

.  

Figura 7. A. Brânquia controle de tambaqui. B e C. Concentração 0,42 mg L-1 de 

recuperação após 21 sem aplicação do azametifós, ocorreu um acúmulo de sangue na lamela 

secundária em algumas regiões, com desarranjo da estrutura de sustentação. D. Concentração 
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0,84 mg L-1, ocorreu desarranjo da estrutura de sustentação da lamela secundária, mas a 

estrutura tecidual apresentou recuperação após aplicação do produto azametifós. 

 

O tecido nervoso central controle do tambaqui (C. macropomum) é formado 

por neurônios e células da glia. Os neurônios ocupam determinadas regiões do 

encéfalo (SNV) e a região de córtex cerebelar é formada por duas camadas: 

molecular e granulosa, no limite entre as duas camadas ocorre a presença de células 

de Purkenji. A camada granulosa é formada por pequenos corpos de neurônios. Os 

espaços claros entre as células granulosas é o local onde ocorre as sinapses celulares. 

Na camada molecular estão visíveis corpos dos neurônios, os axônios e as sinapses, 

além das células de glia. Na região do mesencéfalo abaixo da camada granulosa, é 

possível observar a região ependimária, composta por células ependimares que 

reveste os ventrículos do cérebro. Este epitélio de revestimento simples é formado 

por células cúbicas ciliadas (Figura 8).  

Após os 7 dias de tratamentos de azametifós na concentração 0,042 mg L-1 a 

estrutura foi similar ao controle, com leve estase sanguínea na camada molecular. 

Nas concentrações 0,21; 0,42 e 0,84 mg L-1 ocorreu estase sanguínea na camada 

molecular e na camada granulosa. 

Após 21 dias de recuperação em todas as concentrações 0,042; 0,21; 0,42 e 

0,84 mg L-1 apresentaram recuperação sendo todas similares ao controle. 

 

Figura 8. A. Cérebro controle de tambaqui – Camadas:  molecular (M) e granulosa (G). B. 

Cérebro, concentração 0,042 mg L-1 de azametifós, estrutura foi similar ao controle, com 

leve estase sanguínea na camada molecular. C. Cérebro, concentração 0,21 mg L-1 de 

azametifós, ocorreu estase sanguínea na camada molecular e na camada granulosa. 
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Figura 9. A. Cérebro controle de tambaqui – Camadas:  molecular (M) e granulosa (G). B. 

Concentração 0,21 mg L-1 após 21 dias de recuperação sem aplicação do azametifós, 

apresentaram eficiência na recuperação dos organismos. C.  Concentração 0,42 mg L-1 após 

21 dias de recuperação sem aplicação do azametifós, apresentaram eficiência na recuperação 

dos organismos. D. Concentração 0,84 mg L-1 após 21 dias de recuperação sem aplicação do 

azametifós, apresentaram eficiência na recuperação dos organismos. 

 

4. Conclusão 

 

Assim, o ensaio de simulação de tratamento com o azametifós causa 

alterações histopatológicas transitórias, com recuperação após 21 dias sem aplicação, 

nos tecidos branquiais, nervoso, hepático, renal e sanguíneo. 

 

Conclusão Geral 

A toxicidade relativa do azametifós indica efeito muito tóxico para os 

bioindicadores caramujo, zebrafish e para o tambaqui (C. macropomum). Em 

exposição crônica e na simulação de tratamento ao inseticida apresentou efeito 

subletal com alterações histopatológicas transitórias nos principais tecidos do peixe, 

porém com recuperação após 21 dias sem aplicação, nos tecidos branquiais, nervoso, 

hepático, renal e do sangue, não causando alterações hematológicas significativas, 

sem causar danos ao tambaqui. 

 

M 

M 

M 

M 

G 

G 
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