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RESUMO - A piscicultura € uma das atividades que mais cresce mundialmente
com destaque para o cultivo de Tildpias em lagos e represas, sendo, portanto
vulneréveis a exposi¢cdo de produto quimico lancado nestes corpos hidricos. O
objetivo deste trabalho foi determinar a concentracao letal 50% (CLso-24 e 96h)
de formulagdes comerciais do Piriproxifeno em distintas concentracdes, bem
como o impacto destas no desempenho zootécnico, comportamento locomotor,
e ainda avaliar seu potencial toxicologico em Tildpia do Nilo (Oreochromis
niloticus). Foi realizado teste de toxicidade aguda para determinacao da ClLso-24
e 96h com 09 tratamentos em duplicata em 18 aquérios de 20L. As ClLso-24 €
96h para alevinos de Tilapia foi de 10,70 mg/L e 2,77 mg/L, respectivamente.
Teste de toxicidade crénica no periodo de 96h de exposicdo para quantificacdo
da acetilcolinesterase, com 04 tratamentos em triplicata em 12 aquarios de 20L,
juntamente com as filmagens de video rastreamento. Animais expostos as
concentracfes do Piriproxifeno no periodo de 96h ndo apresentaram alteracfes
no seu comportamento locomotor. Animais expostos as distintas concentracoes
do Piriproxifeno ao longo das 96h apresentaram diferencas significativas, tanto
na concentragao proteica quanto na atividade especifica da acetilcolinesterase
cerebral. No teste de toxicidade subcronica com duracdo de 28 dias de
exposi¢cdo, 0s animais submetidos as maiores concentragdes apresentaram 0S
piores desempenhos. O video rastreamento demonstrou apos 28 dias
diminuicdo da atividade motora. Lesbes mais severas no tecido hepatico foram
encontrados a concentracao de 1,2 mg/L.

Palavras chave: ClLsp, comportamento, desempenho, Piriproxifeno, Tilapia do

Nilo, toxicidade



ABSTRACT - Fish farming is one of the world's fastest growing activities, with
emphasis on the cultivation of Tilapia in lakes and dams, and therefore the
exposure of the chemical released in these water bodies is vulnerable. The
objective of this work was to determine the 50% lethal concentration (LCs0-24
and 96h) of commercial formulations of Pyriproxyfen in different concentrations,
as well as their impact on zootechnical performance, locomotive behavior, and to
assess their toxicological potential in Nile Tilapia Oreochromis niloticus). An
acute toxicity test was performed to determine LCsp-24 and 96h with 09
treatments in duplicate in 18 20L aquaria. The LCsp-24 and 96h for Tilapia
fingerlings were 10.70 mg / L and 2.77 mg / L, respectively. Chronic toxicity test
in the 96h exposure period for quantification of acetylcholinesterase with 04
treatments in triplicate in 12 20L aquaria along with video filming. Animals
exposed to the concentrations of Piriproxifene in the period of 96h did not present
alterations in their locomotive behavior. Animals exposed to different
concentrations of Piriproxifene over the 96 hours presented significant
differences in both protein concentration and specific activity of cerebral
acetylcholinesterase. In the subchronic toxicity test with duration of 28 days of
exposure, the animals submitted to the highest concentrations presented the
worst performances. The video tracking demonstrated after 28 days decreased
motor activity. More severe lesions in hepatic tissue were found at a
concentration of 1.2 mg / L.

Key words: LCsp, behavior, performance, pyriproxifen, Nile tilapia, toxicity
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1. INTRODUCAO

A piscicultura € uma das atividades produtivas que mais se desenvolve
devido as caracteristicas particulares que torna essa atividade préspera e
sustentavel. A regido Nordeste do Brasil se destaca por apresentar inimeras
espécies com potencial consideravel e adaptadas ao ambiente tropical
(SANTOS et al., 2013).

Essa atividade é representada em 83% pela Tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) e pelo grupo dos peixes redondos, em que se incluem o Tambaqui,
Tambacu, Pacu e Tambatinga. Somente as Tildpias contribuem com 47% da
producao nacional (IBGE, 2015).

A Tilapia do Nilo (O. niloticus) € uma espécie de peixe bastante versatil na
piscicultura, pois se adapta a qualquer tipo de manejo, sem nenhuma limitacao
a tecnologia imposta a ser empregada. E uma das espécies mais promitente
para a piscicultura, apresenta bom desempenho e retorno econémico quando
submetidas a manejos intensivos, além de possuir carne com boas
caracteristicas organolépticas e filé sem espinhos intramusculares em forma de
“Y”, proporcionando assim, cortes nobres com uma excelente aceitacdo por
parte do mercado consumidor (MEURER et al., 2005). Destaca-se também por

sua rusticidade e rapido crescimento.

As Tildpias sdo animais que estdo presentes em todos os ambientes de
agua doce, e com isso esta vulneravel a exposicdo de contaminantes. A fonte
dessa contaminacdo € bastante variavel, vdo desde efluentes industriais,
mecanismos de drenagem agricola (fertilizantes), casos acidentais ou nao
(lixos quimicos) a lixos domiciliares que podem ser carreados para 0S rios e
mares, causando a contaminacdo dos ecossistemas aquaticos,

comprometendo a vida dos animais que ali vivem (AKAISHI, 2004).

De modo geral, os ambientes aquéticos sdo usados em todo o mundo
para diferentes finalidades, entre as quais se destacam o abastecimento de
agua, geracao de energia, irrigacdo para cultivos de lavouras, navegacao e

aquicultura. E um dos ecossistemas que mais sofre impactos causados pela
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acdo antrépica, uma vez que constitui as reparticdes finais de diversos

produtos gerados pela atividade humana (AKAISHI, 2003).

Os peixes formam um grupo de grande importancia em estudos de
avaliacOes de toxicidade ambiental, além de estarem presentes em diversos
ambientes, apresentam ainda uma ampla distribuicdo geogréafica participando
de diferentes niveis troficos da cadeia alimentar, com isso, sdo considerados
6timos modelos bioldgicos de estudo, sendo usados inclusive como indicadores
de qualidade ambiental (SOUZA et al., 2016).

A principio, a contaminacdo nestes ambientes pelo o uso indiscriminado
dessas substancias toxicas pode passar despercebida devido ao fato de muitos
desses xenobidticos permanecerem em niveis subletais no ambiente por curtos
periodos e também por serem pouco analisados por ndo causarem de imediato
a morte nos peixes (FANTA, 2003). Entretanto, a contaminacao subletal pode
alterar significativamente varios processos, como por exemplo, processos
fisiologicos, bioquimicos e morfoldégicos ao entrarem em contato com 0rgaos

dos organismos aquaticos nao alvo (LINS, 2010).

Existem centenas de poluentes que trazem danos aos organismos
aquaticos, a compreensao criteriosa desses danos ou efeitos sobre 0s corpos
d’agua € de extrema importancia para o controle da poluicdo nos ecossistemas
(MARTINEZ; COLUS, 2002). Destaca-se assim o Piriproxifeno, pois € um
larvicida amplamente utilizado na agua para o combate ao mosquito
transmissor da dengue a seres humanos, além de ser altamente toxico a

organismos aquaticos.

Ante ao exposto, 0 objetivo deste trabalho foi analisar os efeitos da
neurotoxicologia aguda, cronica e subcronica, de formulacdes comerciais do

Piriproxifeno no desempenho e comportamento de O. niloticus.
2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cenério atual da producao de pescado

Nas ultimas décadas, a demanda mundial por pescado tem sofrido um

significativo aumento, principalmente em funcéo do crescimento populacional e
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de modo particular a busca dos consumidores por alimentos mais saudaveis.
Por tanto, a aquicultura aparece como a alternativa mais propicia para
continuar aumentando a oferta nos préximos anos, tendo em vista que a pesca
j& se encontra com sua producao estabilizada desde a década de 1990 (FAO,
2014a).

Dentre os paises com maior potencial para a aquicultura, o Brasil tem
papel de destaque, em especial por sua disponibilidade hidrica, clima favoravel
e ocorréncia natural de outras espécies aquaticas que compartilham interesse
tanto zootécnico quanto mercadoldgico (BRASIL, 2013a). No entanto, a
producdo aquicola nacional ainda apresenta numeros incipientes quando
comparada a dos maiores produtores do mundo, como a China, a India, o
Vietna e a Indonésia (FAO, 2014b).

Dentro da aquicultura brasileira, a piscicultura continental, a
carcinicultura marinha e a malacocultura sdo os ramos mais desenvolvidos,
iISSO se baseia especialmente nas espécies exoticas, sendo praticado em
inimeros ambientes modalidades e métodos de producdo. A carcinicultura de
agua doce, a ranicultura, a algicultura e a quelonicultura também contam com
investimentos comerciais, apesar de ter nameros de iniciativas reduzidas
(BRASIL, 2013Db).

Segundo Babo (2014), alguns estados apresentam producbes em
estdgios mais elevados no que diz respeito a estruturacdo, sao
autossustentaveis em relacdo aos insumos basicos e com capacidade de
beneficiamento, enquanto outros sdo menos competitivos e necessitam de
maiores incentivos. O estado do Para, por exemplo, se encaixa no segundo
grupo, mesmo apresentando condicbes naturais favoraveis para o

desenvolvimento das mais variadas espécies aquicolas.

Sabe-se que o pescado € fonte de proteina de alto valor bioldgico,
vitaminas, acidos graxos insaturados, apresenta baixo teor de colesterol, dando
ao consumidor uma opcdo mais saudavel em relacdo as demais carnes
(GONCALVES, 2011). Estima-se que o pescado tenha uma representatividade
de 16,7% de toda a proteina animal consumida pelos humanos no planeta e

6,5% de toda a proteina, levando em consideracéo tanto a proteina de origem
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animal quanto a de origem vegetal. Tais valores s&o maiores aos das carnes
de suino, frango, bovino, ovinos e caprinos, na sequencia as mais consumidas
(FAO, 2014a; FAO, 2014b).

As principais espécies produzidas pela aquicultura foram: carpa-capim
Ctenopharyngodon idellus (Valenciennes, 1844), carpa-prateada
Hypophthalmichthys molitrix (Valenciennes, 1844), carpa-comum Cyprinus
carpio (Linnaeus, 1758), o molusco bivalve almeijoa-japonesa Ruditapes
philippinarum (Adams & Reeve, 1850) e a Tildpia do Nilo Oreochromis niloticus
(Linnaeus, 1758) (FAO, 2014b). Lembrando que esta espécie encontra-se
presente em cerca de 100 paises, apresentando participacdo nos mais
variados mercados sendo que neste seéculo, deve ser a espécie mais
significativa da piscicultura comercial (FITZSIMMONS, 2000).

Em relagdo a aquicultura continental, a produgédo nacional em 2011 foi
de 544,4 mil toneladas, sendo baseada especialmente na criagcdo de peixes,
uma vez que 0s outros ramos praticados em agua doce nado apresentaram
algarismos significativos. Tiveram as maiores producdes, as regides Sul,
Nordeste, Norte, Sudeste e Centro-Oeste. A Tilapia, o tambaqui Colossoma
macropomum (Cuvier, 1818), o hibrido tambacu (¢ Colossoma macropomum x
4 Piaractus mesopotamicus), a carpa-comum e 0 pacu-caranha Piaractus
mesopotamicus (Holmberg, 1887) foram as principais espécies cultivadas,
(BRASIL, 2013a; BRASIL, 2013b).

A piscicultura continental teve sua representatividade especialmente
pelo cultivo de Tilapias em tanques-rede nos acudes do Ceard e nos
reservatérios do rio Sdo Francisco, em areas como, Bahia, Pernambuco e
Alagoas, e pelos peixes redondos em viveiros escavados no estado do
Maranhdo, Piaui, Sergipe e Bahia. As principais sedes da regido foram o Lago
de Itaparica nos estados da Bahia e de Pernambuco e os acudes do
Castanhdo, de Orés e de Sitios Novos no Ceara. Levando-se em consideracéo
gue os canais de comercializacdo mais significativos foram os atacadistas,
venda direta e os supermercados (KUBITZA et al.,, 2012a; KUBITZA et al.,
2012b; BRASIL, 2013a; BRASIL, 2013b).
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2.1.1. A espécie Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758)

A Oreochromis niloticus (Linnaeus,1758) (Figura 1), é uma espécie
originaria da Africa. Esta familia é encontrada em ambientes de agua doce na
Africa, Asia, América do Sul e Central, por tanto, esta presente praticamente
em todo o mundo devido ao seu cultivo na aquicultura. Tilapia, € o nome dado
a diversos géneros de peixes que pertencem a sub-familia Pseudocrenilabrinae
(MARTINS, 2008; RODRIGUEZ-FUENTES; GOLD-BOUCHOT, 2004).

2.1.2. Taxonomia da espécie

Filo: Chordata
SubFilo: Vertebrata
Superclasse: Gnathostomata
Classe: Osteichthyes
Ordem: Perciformes
Familia: Cichlidae
Espécie: Oreochromis niloticus (Tilapia do Nilo)

Figura 1. Oreochromis niloticus (Linnaeus,1758)

Foto: GUSMAO, L., 2017.

Em 1971, a Tilapia do Nilo foi introduzida no nordeste brasileiro, e
posteriormente foi difundida pelo resto de pais (BOSCOLO et al., 2001). E uma
espécie que constroem seus ninhos, e seus ovos quando fertilizados, séo
incubados na boca. Pode ser ligeiramente identificadas por uma interrupgéo na
linha lateral o que caracteriza a familia Cichlidae.
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Segundo Santos (2004), o corpo das Tilapias é lateralmente comprimido
e com longa nadadeira dorsal, onde a parte anterior € pronunciada e
espinhada, espinhos também s&do encontrados nas nadadeiras pélvicas e anal.
A Tildpia é uma espécie ndo nativa que pode trazer influéncia no ambiente ao
qual foi introduzida, podendo causar um desequilibrio local, como por exemplo,
predacdo, competicdo por espaco com as espécies nativas e competicao por
alimento (CARVALHO, 2008).

De acordo com Brasil (2000), a esta espécie apresenta diversas caracteristicas
desejaveis:

e Alimenta-se dos niveis primarios da cadeia trofica;

e Aceita grande variedade de alimentos;

e Eficiéncia na ingestédo de proteinas de origem animal e vegetal;

e Resistente a doenca, ao superpovoamento e aos reduzidos niveis de
oxigénio dissolvido;

e Desova durante todo 0 ano nas regiées mais quentes do pais;

e O seu cultivo gera, em média, trés empregos por hectare de lamina de
agua cultivada, levando em consideracdo 0s empregos gerados na
propriedade, na extensdo rural, na indastria de equipamentos, de
insumos e de processamento e na distribuicAo do pescado, dentre
outros setores da cadeia produtiva piscicola;

e Peixe bem aceito no mercado consumidor brasileiro e com forte

demanda internacional.

Em relacdo as espécies carnivoras, a Tilapia se coloca em vantagem por
ser um peixe de baixo nivel trofico, por ser onivoro e finalmente por requerer
menor quantidade de farinha de peixe nas racées (FITZSIMMONS, 2000). Por
apresentar tal particularidade, apresenta capacidade em utilizar uma ampla
variedade de alimentos (SKLAN et al., 2004).

Atualmente, os produtos oriundos da aquicultura tem sido uma importante
fonte de proteina animal para um numero de pessoas que vem crescendo em
todo mundo, levando-se em consideragdo que maior parte desta demanda é
atendida pela aquicultura comercial (FIGUEIREDO; LEAL, 2008). O principal
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causador da crescente demanda de pescado € a mudanca de habito alimentar
por parte da populagéo para o consumo de carnes brancas, sendo estes dados
aliados a estabilidade em relacdo ao numero de captura da pesca maritima
(HERMES, 2009).

2.2. Contaminacao em ambientes aquéaticos e seu impacto na piscicultura

O grande potencial hidrico brasileiro torna a aquicultura uma atividade
econbmica em expanséo, sobretudo na regido nordeste, cujo clima é propicio
para uma produtividade continuada ao longo do ano. Além disso, 0 maior indice
de crescimento populacional e a consequente demanda por alimento demanda
uma producdo ainda maior. O nordeste, devido a disponibilidade de areas
propicia a implantacdo dessa atividade, € um polo em potencial para o
desenvolvimento piscicola. Todavia os ambientes aquaticos estao suscetiveis a
substancias quimicas, sendo essa suscetibilidade dependente das
propriedades fisicas e quimicas dos contaminantes e dos produtos resultantes
de sua transformacao; da concentracdo desses xenobidticos no ecossistema,
da sua duracdo no mesmo e do tipo de descarga desses contaminantes

(MOZET,; ZAGATTO, 2006).

Perdas de nutrientes do solo para corpos d’agua por alteracdes no uso
da terra (JIN et al., 2005), contribuem cada vez mais para a eutrofizacdo dos
ambientes aquaticos, com isso a perda significativa da qualidade de agua,
ocasionando danos ao homem e a biodiversidade aquética, interferindo na
composicdo das espécies, contribuindo para uma possivel dominédncia de
espécies invasoras, ou seja, reduzindo a diversidade dos ecossistemas
aquaticos continentais (RICHARDSON, 2010).

Os efluentes de aquicultura séo ricos em nitrogénio, fésforo e matéria
organica, também contribuem para o processo de eutrofizacdo dos rios, com
isso, para minimizar esses impactos devem-se formular dietas com maior
digestibilidade e com menor quantidade de nutrientes e efetivar o manejo
adequado das criacfes. Além disso, ha a necessidade do tratamento dos
efluentes visando atender a exigéncia das novas legislagdes e as pressoes de

orgaos ambientais e da propria sociedade.
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A expansao agricola no Brasil foi caracterizada por falta de planejamento
e consequente destruicdo dos recursos naturais. Somente na Ultima década
houve um aumento de 190% no mercado interno do uso de pesticidas, fazendo
do pais um recorde mundial no consumo desses produtos (SINDAG, 2009).
Entre o ano de 2010 e 2011, aproximadamente 940 toneladas de pesticidas
foram utilizados em todo territério nacional (ANVISA, 2012). Diante disso faz-se
necessario a identificacdo destes contaminantes como também avaliar seu

potencial toxicoldgico por meio de organismos aquaticos.

Os agrotoxicos, contaminantes aquaticos de alto grau, causam Varios
maleficios a biota aquatica e consequentemente aos seres humanos quando
utilizam destes como alimentos. De modo geral, poluicdo ambiental provocada
pelo o uso de pesticidas, principalmente nos ecossistemas aquaticos tem sido
registrada em todo o mundo e representa um grande problema, tanto a nivel
local quanto global (CEREJEIRA et al., 2003; SPALDING et al., 2003).

2.2.1. Ecotoxicologia e 0 uso de biomarcadores enziméaticos como
ferramentas na piscicultura
Um diagnodstico precoce de contaminagdo por agrotoxico pode

minimizar danos maiores a saude animal, principalmente quando para este
diagnostico foi utilizado parametros biolégicos com a finalidade de estudar a
exposicdo as substancias quimicas para estimar o risco dos organismos
expostos. De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2000), os
biomarcadores compreende toda substdncia ou seu produto de
biotransformacédo, assim como qualquer alteracdo bioquimica precoce, cuja
determinacao nos fluidos biolégicos, tecidos ou ar exalado, avalie a intensidade
de exposicdo e o risco a saude. E estes podem ser classificados em trés
classes: de exposicao, de efeito e de suscetibilidade (FREIRE et al., 2008). Os
biomarcadores, por definicdo, consistem em uma variedade de respostas
biologicas relacionadas a exposicdo a contaminantes que podem incluir uma
resposta molecular, celular, fisiolégico ou comportamental (MONTSERRAT et
al., 2003).

Os peixes compdem diversos grupos que sao representados por uma

grande variedade que se refere ao seu ciclo de vida, reproducdo, habitos
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alimentares, entre outros, esses animais tém algumas particularidades em
relacdo as respostas ambientais as quais os mesmos sdo submetidos. Diante
disso o estudo e o entendimento da fisiologia desses animais se torna
importantissima para a piscicultura, com isso, pode-se entender tanto do
funcionamento das diferentes espécies submetidas a diferentes condi¢cbes
ambientais como também delimitar melhores condi¢cées de cultivo para o0s
mesmos (BALDISSEROTTO, 2002).

A contaminacdo dos ecossistemas aquaticos ocasionou na necessidade
de entender e avaliar os efeitos bioldgicos de poluentes sobre a vida aquética.
Com isso, um vasto numero dos estudos utilizou o emprego de distintos
biomarcadores como ferramentas para avaliar a toxicidade de determinadas
substancias para populacbes naturais, (VAN DER OOST et al., 2003;
ALPUCHE-GUAL; GOLD-BOUCHOT, 2008; RODRIGUES et al., 2011).

Para Van Der Oost et al., (2003) biomarcadores representam alteracoes
bioquimicas, fisiolégicas e comportamental podendo alterar a homeostase de
um determinado organismo. A avaliacdo de biomarcadores nos niveis
molecular e celular foi proposta como marcas precoces de exposicdo a
poluicdo quimica, de modo a ser uma ferramenta sensivel e confiavel na
avaliacdo de qualidade ambiental (VAN DER OOST et al., 2003). Entre os
biomarcadores mais empregados incluem a inibicdo da acetilcolinesterase
(AChE) e parametros relacionados ao estresse oxidativo que envolvem a
guantificacdo de enzimas antioxidantes como superoxido dismutase, catalase

e glutationa redutase.

Avaliando-se que biomarcadores utilizados de forma isolados possam
nao retratar de forma ampla o comprometimento da saude do organismo,
recomenda-se a utilizacdo de uma série de biomarcadores para determinar o
impacto fisiologico dos poluentes quimicos. Assim sendo, o uso de diversos
biomarcadores contribuird para elucidar o mecanismo do agente poluente
(FLAMMARION et al., 2002).

As enzimas do estresse oxidativo, representadas pela -catalase,
superéxido dismutase, glutationa redutase e peroxidase, sdo de extrema

importancia para a manutencdo da vida por estarem ligadas ao processo de
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protecdo contra espécies reativas de oxigénio, e sdo consideradas importantes

ao viabilizar a sobrevivéncia de organismos em ambientes contaminados.

O estresse pode ser detectado ou como uma resposta do proprio
organismo, como também aos tecidos e células. O estresse oxidativo, por
exemplo, se d4 em funcdo da formacao de espécies reativas de oxigénio que
sdo chamadas de EROs. Essas espécies se tornam nocivas ao organismo
(HERMES-LIMA et al., 2001).

2.3. Qualidade de agua

A Organizagdo das NacgbOes Unidas (ONU) considera a pesca e a
aquicultura como atividades estratégicas para a seguranca alimentar
sustentavel do planeta, onde sdo capazes de ofertar alimento proteico de boa
gualidade como também gerar empregos em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento (ARANA, 2007). Nesse contexto Tundisi (2005) relata que os
reservatorios artificiais tém sido utilizados para diversas finalidades, entre elas
a producdo de alimento através da piscicultura. Nesse caso, a gestdo e o
monitoramento da qualidade hidrica dos reservatorios se tornam necessarios
para os usos diversos (ECHANIZ; VIGNATTI, 2009).

O sistema de criacdo de peixes em tanques-rede é uma categoria de
criacdo intensiva, onde se utiliza uma alta densidade de estocagem e,
consequentemente, requer constante renovacao de agua para a dispersao dos
residuos metabdlicos dos peixes no meio ambiente. Sabe-se que estes
residuos maximizam, principalmente, os niveis de nitrogénio e fésforo na agua
(GUO; LI, 2003; GUARINO et al., 2005; GUO et al., 2009), levando a um
processo que chamamos de eutrofizacdo artificial (TUNDISI; MATSUMURA-
TUNDISI, 2008), que leva a deterioracdo da qualidade da agua, inviabilizando a
atividade; influenciando no desempenho produtivo dos peixes (BACCARIN;
CAMARGO, 2004), uma vez que estes animais vivem em equilibrio com o meio
aquatico e qualquer modificacdo na qualidade da agua pode resultar em uma

minimizacdo de crescimento e/ou morte.

Outro fator importante é o fato da piscicultura ser uma atividade

potencialmente poluidora, o que traz preocupacdes. Porém, resultados
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mostram que essa atividade pode ser praticada com sustentabilidade desde
gue alguns cuidados s&o considerados, principalmente respeitando os limites
da capacidade de suporte (DIEMER et al., 2010).

Na atividade piscicola em tanques-rede € importante avaliar a qualidade
da agua do local onde se deseja produzir, pois na maioria dos casos € inviavel
a correcao devido aos grandes corpos d’agua (ONO, 2005). Os parametros da

gualidade de agua séo: temperatura, oxigénio, pH, transparéncia e etc.

2.3.1 Variaveis da qualidade da 4gua

Temperatura: € um dos fatores mais importantes nos fenbmenos quimicos e
biologicos existentes em um viveiro, as atividades fisiologicas dos peixes,
como, respiracao, digestdo, reproducao, alimentacéo, etc., estdo estreitamente
relacionadas a temperatura da agua. Os peixes regulam sua temperatura
corporal de acordo com a temperatura ambiente. Cada espécie tem uma
temperatura especifica na qual melhor se adapta e se desenvolve, sendo essa
temperatura denominada de temperatura 6tima. Temperaturas acima ou abaixo
do otimo interferem de forma negativa no seu crescimento, podendo ocorrer

mortalidades em casos de temperaturas extremas.

pH: o pH é determinado através de concentracdes de bases e acidos na agua.
Os peixes sobrevivem e desenvolvem-se melhor em agua com pH entre 6 — 9,
valores fora dessa faixa, seu crescimento sera afetado, principalmente em
espécies que apresentam dificuldades em estabelecer o equilibrio osmaético ao
nivel das branquias, o que estabelece dificuldades respiratorias. Fatores como,
respiracao, fotossintese, adubacédo, calagem e poluicdo causam mudancas de

pH na agua.

Oxigénio dissolvido: € o gas mais importante para 0S peixes, ou Seja,
devemos dar maior énfase. Existem duas formas de obtencdo de oxigénio:

difusdo direta e processo de fotossintese.

Condutividade elétrica: oferece importantes informacfes sobre o
metabolismo do viveiro, auxiliando na deteccao de fontes poluidoras. Quando
apresenta valores altos, indicam grau de decomposicao elevado e o inverso

indica acentuada producdo primaria como, algas e microrganismos aquaticos,
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sendo, portanto, uma ferramenta na avaliagdo da disponibilidade de nutrientes
no meio aquético. O valor aceitavel de condutividade elétrica na piscicultura

esta entre 0,02 a 0,1 y.S/cm.

Transparéncia: € um indicador estreitamente relacionado a produgéo primaria.
Quando a 4gua de um viveiro é transparente permite que se veja o fundo do
mesmo, sendo assim, um deserto de producdo biologica assimilavel,
consequentemente, faltar4d alimento natural para o desenvolvimento dos
peixes. Por outro lado, a transparéncia ou turvacdo da agua dos viveiros
impede a penetragéo da luz solar na coluna d’agua, sendo a mesma, uma fonte
de energia fundamental para os vegetais clorofilados (algas), que sé&o

produtores de substancias organicas, através do processo de fotossintese.

Quanto a utilizacdo de agua na aquicultura, recomenda-se aos criadores
gue preconizem normas quanto a sua obtencao, uso e reuso a sua disposi¢cao
e que deem importancia a aplicacdo de meios de avaliacdo e recuperacao

simples e diretos.

2.4. Agrotoxicos no meio ambiente

O uso de grandes quantidades de pesticidas, inseticidas e herbicidas
vem despertando o interesse de 0Orgdos governamentais e cresceu a
necessidade de um melhor entendimento e avaliacdo dos efeitos biologicos de
xenobidticos na biota aquatica. De modo que aumentou 0 numero de pesquisas
em busca de novas técnicas de monitoramento de contaminantes de solos e

recursos hidricos utilizando biomarcadores.

A contaminacdo dos rios, represas e acudes com agrotoxicos utilizados
na agricultura quase sempre ocorre devido ao carreamento pelas aguas das
chuvas, aguas de irrigacdo ou erosdo das particulas de solos tratados. Os
pesticidas organofosforados, carbamatos e os piretroides estdo entre os que
sdo considerados mais toxicos e sdo neurotéxicos, (WANG, 2003; KUMAR, et
al., 2009).

Na agricultura atual, os agrotoxicos sdo considerados indispensaveis, e
tidos também como os principais causadores de poluicdo ambiental do planeta

(GRISOLIA, 2005). Na ultima década esse mercado cresceu rapidamente,
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levando o Brasil a posicdo de maior consumidor mundial desses defensivos
desde 2008 (LONDRES, 2011; RIGOTTO, 2014).

Segundo Grazziero (2015), a frequéncia na utilizacdo dos agrotéxicos é
maior do que a média observada nos paises de altas latitudes devido ao clima
e em funcdo dos métodos que sdo empregados na agricultura. Deve-se levar
em consideracdo que mesmo que, seu emprego seja Util e indispensavel para a
agricultura, seu amplo empego tem trazido consequéncias ao meio ambiente
(U"GURLU, 2015).

No Brasil, essas substancias utilizadas séo classificadas de acordo com
sua finalidade, sendo denominados através de seu mecanismo de a¢éo no alvo
biolégico, como por exemplo, plantas daninhas, doencas e pragas agricolas de
espécies cultivadas. Nesse contexto de mercado, tém-se, os herbicidas (48%),
inseticidas (25%) e fungicidas (22%), onde os mesmos movimentam em média
95% do consumo mundial (AGROW, 2007).

Os peixes sao animais vulneraveis a impactos ambientais, como por
exemplo, residuos industriais, derramamento de 6leo, pesticidas, herbicidas e
etc. Locais de cultivo de peixes e outros organismos aquaticos estdo com
frequéncia sendo exposto a agua contaminada, isso se da ao fato de que,
esses locais estdo préximos aos campos que sao utilizados para cultivo de

vegetais que sao tratados com esses defensivos.

Esses contaminantes podem chegar aos rios por vias aéreas, que
alcancam aos corpos d"agua por deposicdo atmosférica e por contaminantes
terrestres que chegam até os ambientes aquaticos através do escorrimento
pelas chuvas (DOMINGOS, 2006). Visto que a vida aquatica esta
frequentemente exposta a essa diversidade de substancias toxicas (AKAISHI,
2004).

2.4.1. Toxicologia

E a ciéncia que estuda os efeitos nocivos decorrentes das interacées de
xenobidticos com o organismo, com o objetivo de prevenir, diagnosticar e tratar

as intoxicagbes causadas. A toxicologia engloba uma ampla area do
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conhecimento que possibilita a atuacdo de diversas areas profissionais
(CHASIN; LIMA, 2010).

Os fatores que exercem influéncia sobre a toxicidade de uma substancia
séo a frequéncia de exposicao, periodo de exposicao e via de administracdo do
principio ativo. Com isso, deve-se conhecer qual efeito ele traz qual a dose
para causar tal efeito, informacdes sobre as propriedades da substancia e
informacdes sobre o periodo de exposicdo e do individuo, (LEITE; AMORIM,
2003).

2.4.2. Toxicidade de acordo com o periodo de exposi¢cao

Toxicidade Aguda: decorrente de um unico contato (dose unica/relacionado a
eficiéncia da substancia) ou varios contatos (efeitos cumulativos) com
substancia toéxica, em um periodo de exposicdo de aproximadamente 24 horas.
Os efeitos surgem de imediato ou ao longo de alguns dias, no maximo duas

semanas.

Toxicidade Cronica: efeito toxico apds exposicdo prolongada a doses
cumulativas do agente toxico, geralmente maior que trés meses podendo

chegar ate ha anos.

Toxicidade Subcrbnica: repetidas exposicdes a xenobidticos quimicos.
Chama-se de intoxicacdo sobreaguda quando ocorre exposicdo durante um
periodo menor ou igual hA um més. Entretanto, para periodos de exposicéo

entre 1 a 3 meses, classifica-se como intoxicacdo subcronica.

2.4.3. Toxicologia dos agrotéxicos

No Brasil, o Decreto Federal de niumero 4.074, 04 de janeiro de 2002,
gue regulamenta a Lei Federal numero 7.802, de 11 de julho de 1989, em seu
Artigo 1°, Inciso IV, caracteriza o termo agrotoxicos e afins como produtos e
agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, indicados para uso nos
setores de producdo agricola, no armazenamento e melhoria de pastagens,
protecdo de florestas nativas, ambiente natural, urbanos, hidricos ou
industriais. S&o usados para modificar a composi¢éo da flora ou da fauna, com

0 objetivo de preserva-las da acdo prejudicial de seres vivos considerados
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toxicos. Dentre as substancias empregadas temos, desfolhantes, dessecantes,
estimuladores e inibidores de crescimento, ou seja, refere-se as substancias
empregadas no combate de pragas como insetos, larvas, fungos e carrapatos,
como também, no controle do crescimento da cultura, entre outras atribui¢des,
(BRASIL, 2010).

A partir da Constituicdo Federal de 1988, o termo agrotoxico ao invés de
defensivo agricola passou a ser usado no Brasil, sendo esta modificacdo
consequéncia da grande mobilizacdo da sociedade civil organizada. A simples
mudanca na terminologia coloca este termo em destaque quanto a toxicidade
dessas substancias tanto para o0 meio ambiente quanto para a saide humana
(BRASIL, 2010).

O maior emprego no uso de agrotdxicos é na agricultura, popularmente
sédo chamados de remédios, venenos, defensivos, entre outros. S&o utilizados
no controle de vetores (saude publica), conservacdo de madeira, no
armazenamento de gréos ou sementes e no controle de outros parasitas que
possam acometer o homem e a pecuaria, (BRASIL, 2010). A ANVISA, 6rgéo de
controle do Ministério da Saude, classifica os agrotoxicos em quatro classes de
perigo para saude. Cada classe é representada por uma cor no rotulo e na bula
do produto (Tabela 1).
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Tabela 1: Classificacdo da toxicidade dos agrotdxicos. Fonte: CTISM, adaptado
de ANVISA, 2011.

Classe Grau Cor da faixa
Classe | Extremamente téxico Vermelha
Classe I Altamente téxico Amarela
Classe llI Medianamente toxico Azul
Classe IV Pouco téxico Verde

Os agrotoxicos também sao classificados de acordo com o seu grupo

quimico ao qual pertencem e ao seu modo de acéo (Tabela 2). E importante a

forma de classificacdo dos agrotdxicos por ser util tanto nas identificacdes das

intoxicagcbes quanto para a adocao de tratamentos exclusivos.

Tabela 2: Principais categorias de agrotoxicos quanto a sua acdo e ao grupo

guimico ao qual pertencem.

Tipos de acéo

Principais grupos

Triazina

(classe) quimicos Exemplos (produtos/substancias)
Azodrin, Malathion, Parathion, Nuvacron,
Organofosforados Tamaron,
Inseticidas Hostation, Lorsban
(controle de
insetos, Carbamatos Carbaryl, Furadan, Lannate, Marshal
larvas e
formigas) Organoclorados* Aldrin, Endrin, DDT, BHC, Lindane
Piretroides (sintéticos) Decis, Piredam, Karate, Cipermetrina
Maneb, Mancozeb, Dithane, Thiram,
Fungicidas Ditiocarbamatos Manzate
(combate aos
fungos) Organoestanicos Brestan, Hokko Suzu
Dicarboximidos Orthocide, Captan
Bipiridilios Gramoxone, Paraquat, Reglone, Diquat
Herbicidas Glicina substituida Roundup, Glifosato, Direct
(combate as Derivados do acido
ervas fenoxiacético Tordon, 2,4-D, 2,4,5-T2
daninhas) Dinitrofendis Bromofenoxim, Dinoseb, DNOC

Stopper, Sinerge, Ametron

Fonte: Adaptado de ANVISA, 2011.
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2.5. Organofosforados e Carbamatos

Sao agroquimicos com uso abundante na agricultura e podem ser
absorvida através da inalacdo, ingestdo e quando expostos a pele. Quando
absorvidos, sdo distribuidos aos tecidos do organismo através da corrente
sanguinea e sofrem biotransformagéo, em particular no figado. A principal via
de eliminacao é a renal. Sabe-se que a principal acdo dos organofosforados e
carbamatos no organismo humano é a inibicdo da enzima acetilcolinesterase

nas terminacdes colinérgicas do sistema nervoso central e periférico.

As Colinesterases (ChEs) séo serina hidrolases que envolvem dois tipos:
acetilcolinesterase (AChE, EC 3.1.1.7) e butirilcolinesterase (BuChE, EC
3.1.1.8), com base nas preferéncias de substrato, ACh e BCh,
respectivamente. A acetilcolinesterase pertencente a familia das colinesterases
e tem funcéo fisioldgica na terminacdo das sinapses colinérgicas do sistema
nervoso central e periférico. ACh é sintetizada no corpo da célula neural ou no
axonio e em seguida transportada e armazenada em vesiculas sinapticas. Esse
processo é realizado por um transportador vesicular de ACh (VAChT), capaz
de elevar em até 100 vezes sua concentracdo no interior dessas vesiculas
(VENTURA, 2010).

A liberacdo de ACh na fenda é resultado do sinal elétrico produzido pelo
fluxo de ions através da membrana plasmatica do neurdnio pré-sinaptico. Na
parte interna do neurdnio pré-sinaptico contém uma alta concentracdo de K* e
uma baixa concentracdo de Na'. A formacdo do gradiente eletroquimico
formado através da membrana plasmatica, os ions Na* comecam a fluir para
dentro da célula aumentando a despolarizacdo e levando a mudanca do
potencial de membrana de -60mV para cerca de +30mV em um milissegundo.
Quando a onda de despolarizacdo chega aos canais de Ca®", logo s&o abertos
pela voltagem. A elevacéo do [Ca?'] citoplasmatico desencadeia a mobilizacdo
das vesiculas em direcédo ao terminal sinaptico, seguido de fusdo das vesiculas
e exocitose de acetilcolina na fenda sinaptica que se difunde para célula pés-

sinaptica, se liga aos receptores da ACh (Figura 2).
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Dessa forma, a mensagem é passada para a proxima célula no circuito.
A finalizacdo da sinapse colinérgica ocorre pela acdo de AChE, essencial no
sistema nervoso, que termina rapidamente a acdo de ACh liberada na fenda

através da hidrolise, gerando como produtos colina e acido acético, (BERG,
2014; LEHNINGER, 2006).
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Figura 2. Sinapse colinérgica no sistema nervoso central

A inibicdo da acetilcolinesterase resulta na dessensibilizacdo dos
receptores de acetilcolina, pois a acetilcolina ndo € hidrolisada fazendo estes
permanecerem em uma conformacdo semiaberta (Figura 3). Os
organofosforados se ligam de forma covalente com uma serina presente no
sitio ativo da acetilcolinesterase (AChE) inibindo sua acdo, nos carbamatos a

ligacdo ndo é covalente e o efeito é reversivel.
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Figura 3. Inibicdo da acetilcolinesterase e a dessensibiliza¢gdo dos receptores de

acetilcolina

2.5.1. Organoclorados

Agrotoxicos de degradacédo lenta, com eficiencia de acumulacdo nos
seres Vvivos e no meio ambiente, podem perdurar por até 30 anos no solo. Sao
extremamente lipossolUveis e os seres humanos podem ser contaminados
tanto por contato direto, como também através da cadeia alimentar, agua e
alimentos contaminados (BRASIL, 2010).

No Brasil, grande parte dos organoclorados utilizados na agricultura teve
sua comercializacéo, uso e distribuicdo proibidos pela Portaria nimero 329, de
02 de setembro de 1985. Devido a sua grande capacidade residual e de uma

provavel acédo carcinogénica (BRASIL, 2010).

2.5.2. Piretroides

Esse grupo teve seu uso em expansdo nos ultimos 20 anos e, além do
uso na agropecuaria, também sdo muito usados em ambientes domiciliar,
aonde vem ocasionando um aumento dos casos de alergia em adultos e
criancas. Sdo ligeiramente absorvidos por vias, digestiva, respiratoria e
cutanea. A ocorréncia de intoxicacdo aguda se da principalmente quando a via
de absor¢cdo é a respiratoria. Sao estimuladores do Sistema Nervoso Central
(SNC) e em concentragcbes elevadas podem ocasionar lesdes no sistema
nervoso periférico (BRASIL, 2010).
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Na exposi¢édo aguda, 0s sinais e sintomas em evidencia sdo dorméncia
nas palpebras, nos labios, espirros, coceira intensa, manchas na pele, edema

nas pélpebras e convulsbes, entre outros.

Embora néo haja descricbes e evidencias de toxicidade cronica com o
uso dessa classe quimica, alguns autores relatam efeitos de exposicdo em
longo prazo como, neurites periféricas e alteracdes hematoldgicas do tipo
leucopenias (BRASIL, 2010).

2.5.3. Herbicidas

Os herbicidas séo utilizados tanto no controle de espécies indesejaveis
no campo quanto na eliminacdo de vegetais matando-os ou impedindo seu
crescimento. Nas duas ultimas décadas, esse grupo vem sendo bastante
utilizado na agricultura. Dentre alguns dos herbicidas comercializados no Brasil

temos Paraquat, Glifosato, as Triazinas e derivados do acido fenoxiacético.

2.5.4. Piriproxifeno (PPF)

O inseticida Piriproxifeno, 2- [1-metil-2- (4-fenoxifenoxi)] a base de
piridina, € um analogo do horménio juvenil que atua como regulador de
crescimento em insetos, tendo sua eficacia sobre uma ampla variedade dos
mesmos, foi primeiro sintetizado e desenvolvido Por Sumitomo Chemical Co.
Ltd. na (década de 1990.1).

Nome quimico, 4-phenoxyphenyl (RS)-2-(2-pyridyloxy) propyl ether, CAS
de n°. 95737-68-1 tem peso molecular de 321,5g mol™® e férmula molecular
C20H19NO3 (Figura 4). E um solido ceroso amarelo com ponto de fusdo de
47,4°C com densidade maior do que a agua (1,242 g/mL a 25°C). A
temperatura ambiente (25 °C) e pH 6, o PPF é pouco soluvel em agua (0,367 +
0,004 mg/L) porém, é altamente solUvel em solventes organicos como hexano
(400g/kg a 20 °C) e xileno (500g/kg a 20 ° C). Apresenta pH de 6,41 a 20°C e
nenhuma caracteristica acida ou basica perceptivel. Este produto € registrado
sob o nimero 3.2586.0009.001-1 (Sumilarv® 0,5G) Sumitomo Chemical do
Brasil na ANVISA/Ministério da Saude.
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O

Figura 4. Fonte: https://pt.wikipedia.org/wiki/Piriproxifeno#/media/File:Pyriproxyfen.svg

Tem sido utilizado para controlar o mosquito A. aegypti no Brasil desde
2014 (BRASIL, 2014). Sua utilizacdo estd em conformidade com as Diretrizes
para a Qualidade da Agua Potavel (DQAP) (WHO, 2007) da Organizacgio
Mundial da Saude (OMS) e do Esquema de Avaliacdo de Pesticidas (EAP)
(WHOPES, 2012). Para seu uso na agua potavel recomenda-se 0,01lmg do
principio ativo/litro, conforme a (OMS) (WHO, 2007). Um quilograma do PPF
0,5G é possivel tratar 500.000 litros de agua (por exemplo, 500 caixas d’agua
de 1.000 litros).

Inicialmente foi usado no combate de pragas agricolas (WHO, 2008). E
dito que o PPF tem inibicdo de 95% do surgimento de larvas de mosquitos, e
nenhum efeito sobre populacdes de predadores (NAYAR et al., 2002). Usado
na horticultura para controlar espécies de insetos, como, a mosca comum
(Musca domestica), formiga de fogo (Solenopsis invicta) e mosca-branca
(Bemisia argentifolii) (SULLIVAN; GOH, 2008). Também tem sido amplamente
utilizado em culturas de citrinos em Israel, Africa do Sul, Espanha e ltélia,
também recomendado pela OMS para a utilizacdo em recipientes de

armazenamento de agua potavel no controle da malaria.

E relatado que o PPF exerce uma inibicdo eficaz, mas ndo completa das
caracteristicas dos insetos adultos e da perturbacdo do desenvolvimento das
larvas (WANG et al., 2013). Segundo Anogwih et al., (2015), faz-se necessario
0 uso de tratamentos em programas destinados a controlar com eficacia
mosquitos, usando uma combinacdo de concentracdes de larvicidas baixas e
seguras, em somatoria com peixes larvivoros. A aplicacdo de larvicidas em
baixas concentracdes toleraveis aos peixes resultou em controle bioldgico

efetivo (ANOGWIH et al., 2013). Até a data, poucos estudos examinaram o
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efeito deste larvicida em relacdo ao neurodesenvolvimento e ao sistema
nervoso central. Entretanto, as suspeitas quanto a sua seguranca
permaneceram (BAR-YAM et al., 2016; EVANS et al., 2016) e o estado do Rio
Grande do Sul em fevereiro de 2016 suspendeu o uso deste principio ativo
(EBC, 2016).

Uma vez tratados com este ingrediente ativo, 0 mesmo regula uma
variedade de processos no desenvolvimento pés-embrionario e reprodutivo de
adultos, resultando em uma interrupcéo no ciclo de vida e na quebra de ovos
em muitas espécies de insetos (WHEELER, 2003; RIDDIFORD, 1970). O PPF
apresenta perigo agudo, praticamente ndo téxico para as aves, ndo €
cancerigeno ou genotéxico (WHO, 2009). Como dito anteriormente, este
larvicida € um poderoso agonista do hormonio juvenil (SULLIVAN; GOH, 2008),
inibindo o desenvolvimento das larvas em maturacdo (MEOLA et al., 2000).
Portanto, o PPF interfere preferencialmente no desenvolvimento juvenil, na
eclosdo de ovos de pulgas e carrapatos, € relativamente estavel no ambiente,
(KATAGI; TAKAHASHI, 1994), e ativo em locais de reproducdo do Aedes
aegypti durante 05 meses (DARRIET et al., 2010).

Este regulador de crescimento foi testado por Trayler; Davis (1996), que
calcularam CEsp-48h de 0,08 mg/L para o cladocero Daphnia carinata. Na
concentracao subletal de 0,01 mg/L os autores observaram baixa fecundidade,
producdo de efipios, baixo crescimento e diminuicAo da biomassa dos

individuos expostos ao larvicida.

De acordo com Sullivan (2000), este composto quimico tem uma meia-
vida média de 5,04 d em agua, e 16-21 d nos sedimentos (WHO, 2008), e seus
efeitos sobre Cladocera e outros crustaceos podem ser reduzidos devido a sua

capacidade de recuperacao.

Dentre as diferentes concentracdes de PPF (0,63 ug /L a 20 ug /L)
utilizadas, por Caixeta et al., (2016), para alteracdbes comportamentais de
Xiphophorus maculatus, determinou-se que a concentracdo sem efeito
observado (NOEC) e a menor concentracdo de efeito observado (LOEC) do

principio ativo foi de 2,5 e 5 ug / L, respectivamente.
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Ainda que, o PPF seja um pesticida consideravelmente novo, sua
avaliacdo no risco ecotoxicologico em organismos de ecossistemas aquaticos é
importante para conseguir um equilibrio adequado entre a quantidade de
pesticida utilizada para controlar insetos bem como a gestdo ambiental
racional. Com isso, ha preocupacdo crescente com as massas de agua, ja que
0S ecossistemas aquaticos sdo os locais de descarte final dos residuos (SILVA
et al., 2016), e uma via de contaminacdo da dgua se d& ao uso de pesticidas
para controlar vetores (ABE et al., 2014; PEREIRA; De CAMPOS JUNIOR,
2015).

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Caracterizacéo do Local de Estudo

O estudo experimental foi realizado no Laboratorio de Aquicultura
(LAQUA) do Centro de Ciéncias Agrarias — CECA/UFAL, as analises foram
feitas no Laboratério de Biotecnologia e Enzimologia — LBE/UFAL e no
Laboratério de Histopatologia na Universidade Federal Rural de Pernambuco —
UFRPE. No periodo de agosto de 2016 a fevereiro de 2017.

A substancia utilizada (Piriproxifeno) foi obtida a partir de fontes
comerciais disponiveis. A substancia presente na formulacdo comercial é de
100g/L (10% miv).

3.2. Implantacédo do estudo

Os exemplares de Tilapia do Nilo (O. niloticus) em fase de alevinos (30
dias de vida) foram obtidos da Estacdo de Piscicultura do Centro de Ciéncias
Agréarias da Universidade Federal de Alagoas — CECA/UFAL. O projeto foi
aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais — CEUA — UFAL, sob o
namero 57/2016.

Os exemplares foram aclimatados por um periodo de 10 dias, mantidos
e monitorados em um tanque circular pré-moldado de lona de PVC, com
capacidade de 2,4 m3, em sistema de recirculacdo com aerador de 1 Hp,

constando de filtros de cartucho com 20 micras, filtro biolégico contendo ostras,
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bioballs, porcelana, telas de pvc e bactérias colocadas de forma exdgena e
filtro Jebo.

Durante esse periodo, os parametros de qualidade de &gua (oxigénio
dissolvido, temperatura, pH, alcalinidade, potencial de oxido-reducéo, nitrato e
total de sodlidos dissolvidos) foram monitorados por sonda multiparamétrica
(HANNA Instruments, modelo 9828, Woonsocket, USA). Os peixes foram
alimentados com racado comercial extrusada (3 mm), com frequéncia alimentar
de 3 vezes ao dia, contendo: 45% (minimo) de proteina bruta, de acordo com
especificacao do fabricante.

ApOs o periodo de aclimatacdo os animais foram submetidos aos
ensaios de toxicidade. A pesquisa foi composta de trés experimentos

independentes, toxicidade aguda, cronica e subcronica.

Variaveis da qualidade de agua: Durante o periodo experimental foram
controlados os parametros de qualidade da agua nos aquarios experimentais
utilizando o equipamento por meio de sonda multiparametros (HANNA
Instruments, modelo 9828, Woonsocket, USA). As varidveis como pH,
temperatura (°C) e oxigénio dissolvido (mg/L) foram medidos e registrados a
cada 24 horas (ABNT, 1993).

Andlise estatistica: foi realizada utilizando software prisma GraphPad 5
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA , EUA), método (PROBIT) e analise
de variancia (ANOVA) onde as médias foram comparadas pelo teste de Tukey
ao nivel de significancia de 5% de probabilidade e expressos em média +

desvio padréao.
3.3. Teste de toxicidade aguda

180 exemplares de alevinos com peso médio inicial de 3,5 + 0,59, com
comprimento médio de 4,5 + 0,5cm foram transferidos para aquarios
experimentais de 20L, (Figura 5) contendo 15L de agua e submetidos ao teste
de toxicidade aguda. O delineamento experimental contou com um total de 09
tratamentos, (0,0; 0,25; 0,5; 1,0; 2,5; 3,0; 4,0; 5,0; 10,0 mg/L), para o célculo
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das concentracdes utilizou-se a férmula: (C1+:V1=C,V;), em duplicata, sendo a
unidade experimental 10 animais por aquario.

Figura 5. Biometria inicial e transferéncia para os aquarios experimentais

Utilizaram-se pipetas volumétricas para adicdo da substancia quimica na
agua. Durante o experimento os peixes foram mantidos em sistema estatico
por 96h, em sistema continuo de aeracdo. A cada 24h era observado o nimero
de mortos em cada tratamento, caso houvesse, o0 mesmo era registrado e
retirado imediatamente do aquario. Foi adotado como critério de avaliacdo da
mortalidade a falta de movimentos e nenhuma reacao a estimulos tateis.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Qualidade de 4gua

Quanto a variaveis indicadoras de qualidade de &agua: temperatura,
oxigénio dissolvido e pH no experimento de toxicidade aguda, as analises
estatisticas demonstraram nao ocorrer diferencas significativas (p>0,05) entre

os diferentes tratamentos (Tabela 3).
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Tabela 3. Parametros fisico-quimicos da 4gua de diferentes concentra¢cdes do
Piriproxifeno no ensaio de toxicidade aguda

Concentracao PPF Oxigénio dissolvido Temperatura
(mg/L) (mg/L) (°C) Ph
0,0 Controle 6,83 £ 0,14 24,22 + 0,57 6,70 £ 0,14
0,25 6,60 £ 0,31 24,38 + 0,55 7,33+£0,23
0,5 6,53 £ 0,27 24,31 + 0,49 7,27 £0,31
1,0 6,58 £ 0,25 24,70 + 0,45 7,30 £0,25
2,5 6,60 £ 0,38 24,48 + 0,81 7,14 £ 0,24
3,0 6,58 £ 0,29 24,25 + 0,30 7,15+0,18
4,0 6,25 £ 0,35 24,25 + 0,35 6,75+ 0,35
5,0 6,15+ 0,31 24,27 + 0,37 7,18 £ 0,29
10,0 6,47 + 0,37 24,15 + 0,38 7,23+0,18

Determinou-se a ClLsg do PPF de acordo com os indices de mortalidade no
periodo de 24h e 96hs conforme (Tabela 4).

A taxa de mortalidade de 100% foi obtida a partir das maiores
concentragdes do ingrediente ativo (Figura 6).
Tabela 4. A média de mortalidade de O. niloticus em concentracbes crescentes

de Piriproxifeno no teste de toxicidade aguda aos periodos de exposicao de 24 e
96h.

Concentracdo mg/L Média de porcentagem de O.niloticus (n= 180)
24h periodo de exposicdo | 96h periodo de exposicao
0,0 Controle 0,00 0,00
0,25 00,00 00,00
0,5 00,00 00,00
1,0 00,00 00,00
2,5 00,00 15 +0,07
3,0 00,00 75+ 0,07
4,0 00,00 100 + 0,00
50 15 +0,07 100 + 0,00
10,0 45 + 0,35 100 + 0,00

Meios de ensaio de toxicidade realizados em duplicatas, de acordo com a ABNT, 2016.

O resultado do teste de toxicidade aguda revelou que a mortalidade dos
alevinos de Tilapias ap6s 96h de exposicdo ocorreram nas concentracdes entre
2,5 mg/L e 10 mg/L; nas concentracdes a partir de 4,0 mg/L causaram 100% e
3,0 mg/L causou 75% de mortalidade em alevinos expostos ao ingrediente

ativo. A média de mortalidade dos alevinos de Tilapias do ensaio de toxicidade
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durante os tempos de exposicdo de 24h e 96h estdo apresentados
respectivamente, na (Tabela 4). Indicando, que 0 aumento da concentracao
influencia uma maior taxa de mortalidade concomitante com o periodo de

exposicgao.

Os valores de CLsp de 24h obtidos com alevinos de Tilapias para a
formulacdo comercial foi de (CLso= 10,70 mg/L), o intervalo de confianca de
95% foi de (9.52 para 11.87) . Ja os valores de CLsp de 96h obtido foi de
(CLsp=2,77 mg/L), o intervalo de confianca de 95% foi de (1.381 para 1.412),
esses resultados demonstram que quanto maior for o tempo de exposicédo a
formulacdo comercial de PPF menor sera a concentracdo que ira causar

mortalidade nos peixes.

A concentracdo de campo recomendada para o uso de formulagcdes
comerciais de PPF com 100g/L é de (0,625g - 10g / 100L de agua). O presente
estudo demonstrou que a CLsg de 24h e 96h calculadas obteve valores bem
abaixo desta concentracdo de campo recomendada sendo de (10,70 mg/L e
2,77 mg/L, respectivamente). De modo que os alevinos expostos mais
longamente a formulagcdes comerciais de PPF, maior sera a toxicidade

observada.

Figura 6. Determinacdo da CLso e percentual de mortalidade de exemplares de

alevinos de Tilapia do Nilo (O. niloticus) no periodo de exposicdo 24 e 96 horas.
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24h-CLsy 10,70 mg/L, com intervalo de confianca de 95% (9,52 a 11,87). 96h-CLso 2,77mgl/L,
com intervalo de confianca de 95% (1,381 a 1,412) Desvio padréo + 0,1941 + 0,3245.

5. CONCLUSAO

A CLsp do PPF no periodo de exposicdo de 24h para O. niloticus foi de
10,70mg/L; Entretanto, no periodo de exposicao de 96h a CLs foi de 2,77mg/L;

Mortalidades foram observadas a partir de concentragfes 2,5mg/L do principio

ativo;

3.3.1 Teste de toxicidade crbénica

No teste de toxicidade cronica os exemplares de Tilapia do Nilo com
peso médio inicial de 5,1 + de 0,199, com comprimento médio de 6,4 + 0,1cm
foram submetidos a biometria, posteriormente foram transferidos para os
aquarios experimentais de 20L e submetidos aos testes de toxicidade crénica.
O delineamento experimental contou com um total de 04 tratamentos com base
no valor da CLsp obtida no ensaio anterior (toxicidade aguda) (0,0; 0,875; 1,75;
3,5mg/L) em triplicata, 12 aquarios, sendo a unidade experimental 08 animas
por aquario, totalizando 96 animais para este experimento (Figura 7). Durante
0 experimento os peixes foram mantidos em sistema estatico por 96h, em

sistema continuo de aeracéao.

Figura 7. Montagem do experimento: A — Biometria; B — Distribuicdo dos animais

nos aquarios experimentais; C — Manejo diério.

ApOs cada 24h eram capturados dois animais de cada aquério,
anestesiados com TRICAINA MS222 com dose de 150mg/L, causando
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inconsciéncia e posterior perfuracao craniana, de acordo com o Item 8.2.9.3 da
Resolugdo n°13/2013. Os cérebros foram removidos (Figura 8), etiquetados,
embalados em papel aluminio com seu respectivo tratamento e periodo de
exposicao e congelados em nitrogénio liquido e depois em freezer -20°C até a

andlise.

Figura 8. Extracdo do cérebro de Tilapia do Nilo (O. niloticus)
3.3.2. Preparacéo do extrato cerebral

Para o preparo do extrato de cérebro, reuniram-se um pool de trés
cérebros que foram medidas as massas e macerados sob banho de gelo em
uma solucéo refrigerada de NaCl a 0,9% (v/v) (80 mg:1mL NaCl a 0,9%) e em
seguida transferidos para homogeneizador de vidro Potter, parcialmente
submerso em banho de gelo. A ruptura de células foi realizada em Ultrassom
Fisher Scientific Sonic (5 ciclos de 15” com intervalos de 15”) a uma frequéncia
22,5 KHz. Os intervalos foram em banho de gelo para resfriamento da haste

metalica do ultrassom (Figura 9).

Este procedimento foi realizado nos cérebros tanto dos animais expostos
ao larvicida, como também nos animais do grupo controle. Em seguida, o
homogenato de células de cérebro foi utilizado para determinar a atividade da

enzima colinesterase e quantificacdo da proteina total.
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Figura 9. Procedimento de preparo do homogenato de células cerebral: A -
Descongelamento do cérebro; B - Pesagem em balanca analitica; C -
Homogeneizacdo; D - Disruptor de células; E - Homogenato bruto; F -
Transferéncia para eppendorf para leitura em espectrofotdmetro.

3.3.3. Determinacéo de Atividade da Enzima ChEs

A metodologia utilizada para o ensaio da atividade colinesterasica para
cérebro de O. niloticus foi baseada no método de Ellman et al. (1961). Essas
atividades foram quantificadas a um comprimento de onda de 412nm em
espectrofotometro UV/VIS (Perkin Elmer UV/VIS Lambda 2) usando

acetiltiocolina (ATCh) como substrato.

O ensaio foi realizado em uma mistura de reacdo contendo tampao
fosfato de potassio (KH,PO4/K;HPO,) a 0,1 M e pH 8,0; solucdo 0,01 M de
acido 5,5- Ditiobis-[2-nitrobenzoico (DTNB), solucdo 0,075 M de iodeto de
acetiltiocolina (AChl) como substrato para ChE, e a diluicdo dos extratos de
cérebro respectivamente. Para a leitura do branco, foi adicionado agua
desmineralizada ao invés do substrato ATCh. O tempo de reacdo foi de 5
minutos e todos os ensaios foram realizados em triplicata. O volume final

utilizado foi de 1,5 mL.
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A unidade da atividade colinesterasica (U) representa uma quantidade
de enzima catalisando a hidroxilagdo de 1umol de substrato por minuto

(U=pmol.min™).

A atividade da enzima foi calculada de acordo com:

U/mL =

Onde:

V € o volume total da mistura reacional (V = 1,5 mL);

AAJ/At € a inclinacao da reta;

£ é o coeficiente de extingdo molar do DTNB (¢ = 14,15 mM™*.cm™);
Ve é o volume do extrato enzimatico;

D é a diluicdo do extrato;

3.3.4. Quantificacao de Proteina

A curva de calibracdo de proteinas foi construida empregando-se
albumina de soro bovino como padréo. A leitura das absorbancias foi realizada
a 595 nm de acordo com Bradford (1976) e determinadas em
espectrofotometro (Perkin Elmer UV/VIS Lambda 2), utilizando-se agua em
lugar de solucédo-padréo para o branco. Todos os ensaios foram realizados em

trés repeticoes.

3.3.5. Andlise do Comportamento Locomotor (Video rastreamento)

Depois dos tratamentos controle ou expostos ao PPF durante 4h e 96h o
comportamento dos peixes foi flmado usando uma camera digital Finepix 4500
(Fujifilm, Brazil) (Figura 10) posicionada a 30 cm do aquario em que 0s peixes
se encontravam em visao lateral. Os videos foram gravados em 320x240 pixels
e 30 frames por segundo (FPS) durante 10 minutos. Esta resolucdo do filme foi

o suficiente para o rastreamento dos peixes.
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Figura 10. Analise do Comportamento Locomotor (Video rastreamento)

Ap6s as filmagens, os videos foram transformados em 4 FPS usando o
software Virtual Dub 1.10.4, AVERY LEE (2012), sendo portanto utilizado 4
imagens dos peixes por segundo para as analises de comportamento
locomotor, obtendo-se um total de 2400 pontos de coordenada X,Y, que
descreveram o comportamento de cada peixe analisado. O video rastreamento
foi realizado usando o software Image J 1.49v (National Institutes of Health —
NIH, USA) associado ao plug-in MTrackd (Meijering et al., 2012; Erasmus
University Medical Center, Holanda). Este software e plug-in foram utilizados

para calcular os seguintes parametros:

e Distancia percorrida (cm): Quantifica o comprimento da trajetéria do
peixe no aquario comecando do primeiro ponto de coordenada da
trajetéria até o seu ultimo ponto;

e D2S (cm): Distancia média do primeiro ponto de coordenada até o
ponto atual,

e DZ2P (cm): Distancia média do ponto de coordenada atual para o ponto
anterior;

e 0 (graus): Média do angulo do componente em plano do vetor mais
recente da trajetoria associada ao sistema de coordenadas X,Y da
imagem do comportamento. Os valores angulares variam entre -180 e
+180 graus, onde 0 significa que o componente do vetor segue paralelo
ao eixo positivo (apontando a direita), +90 graus (ou -90 graus) significa
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gue este vetor segue em paralelo ao eixo positivo ou negativo
apontando para baixo ou para cima respectivamente; e +180 graus o
vetor segue paralelo ao eixo negativo apontando para esquerda,

e AB (graus): Mensura a mudanca angular entre o vetor do ponto mais
recente, apontando a partir do ponto anterior para o ponto atual da
trajetoria, relativo ao plano X,Y da imagem do comportamento;

e Velocidade média (cm/s): Distancia percorrida no tempo;

4. RESULTADOS

4.1. Qualidade de agua

Na tabela 5 encontram-se os parametros fisico-quimicos da éagua
avaliados em diferentes concentracbes do PPF, ndo foi observado diferenca
significativa (p>0,05) entre os tratamentos ao longo do experimento.

Tabela 5: Parametros fisico-quimicos da agua de diferentes concentracdes do
Piriproxifeno no ensaio de toxicidade crénica de 96h.

Concentracédo PPF Oxigénio
(mg L) dissolvido (mg
L) Temperatura (°C) Ph
0.0 Controle 6,72 + 0,07 24,35 + 0,02 6,94 + 0,18
0.875 6,56 + 0,09 24,05+ 0,18 7,26 0,09
1,75 6,67 + 0,07 24,17 £ 0,11 6,95+ 0,10
3,5 6,65+ 0,12 24,35+ 0,15 7,04+0,14

4.2. Analise do comportamento locomotor

Os peixes analisados apos 4 e 96h de exposicdo a concentracfes de
formulacbes comerciais do PPF, ndo mostraram alteracbes no seu
comportamento locomotor (Tabela 6 e 7). Entretanto, os peixes analisados 28
dias ap6s a exposicdo ao PPF mostraram reducdo na distancia percorrida
dentro do aquario, velocidade média, no parametro de trajetéria D2P e no

parametro de mudanca angular da trajetoria A8.
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Tabela 6. Distancia percorrida (cm), valores de D2S (cm), D2P (cm), 8 (graus), A0

(graus) e velocidade média (cm/s) do comportamento locomotor de O. niloticus

expostas ao PPF ao 0,875 e 1,75 mg/L durante 4h.

Distancia D2S D2P (C) AB Velocidad

4 horas
e

Controle 1391.7+#305,6 115+4.2 05+0,1 45+34 44+17 23+04
0,87 mg/L  1229,6+201,1 9,3+12 05%+0,08 7,5%+3,1 -01+14 2,0+0,3
1,75mg/L  1415,5+280,3 14,0+x4,3 05+0,1 3,8%x4,1 -0,6 £0,8 23+04
3,5mg/L 1228,3+3615 1254290 05%+0,1 12+3,6 0,2+0,7 2,0+0,6
P 0.553 0.130 0.508 0.066 0.295 0.511

Tabela 7. Distancia percorrida (cm), valores de D2S (cm), D2P (cm), 0 (graus), A0

(graus) e velocidade média (cm/s) do comportamento locomotor de O. niloticus

expostas ao PPF ao 0,875 e 1,75 mg/L durante 96h.

Distancia D2S D2P (C] AO Velocidad
96 horas
e
Controle 1747,0+562,3 115+4.2 0,7+0,2 0,7+44 -1,0+1,1 2909
0,87 mg/L 1527,5+121,7 115+19 06+005 26+1,7 -0,2+0,8 25+0,2
1,75mg/L 1752,3%2428 102+24 0,7%0,1 -2,4+1,9 0,2+0,7 29+04
P 0.436 0.268 0.385 0.041 0.078 0.435

4.3. Andlise de biomarcadores enzimaticos

Apés a exposicdo as diferentes formulacbes comerciais de PPF, a

concentracdo de proteina no homogenato cerebral de O. niloticus foi analisada

para todos os tratamentos (Figura 11).

Ao observar a concentracdo de proteina ao longo do tempo de

exposicao em distintas concentracdes de formulacdes comerciais de PPF pode

ser visto que houve variacao significativa as 96h para a exposicdo com a maior

concentragéo de PPF, ocasionando um aumento de 11% na concentracao de

proteina.
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Figura 11. Concentracdo de proteina no extrato cerebral de Tilapia do Nilo (O.
niloticus) exposta a distintas concentragc6es de PPF por 96 h.

Na (Figural2), pode-se observar a atividade especifica de AChE
cerebral no homogenato de cérebro de O. niloticus expostos a distintas
concentracfes de formulacdo comercial de PPF. Apos 48h de exposicéo, foi
observado diferenca significativa (p<0,05) nos valores de atividade especifica
de AChE na concentracdo de 0,875 mg/L de formulagdes comerciais de PPF
com 23% de reducdo da atividade, e um aumento da mesma em 18% na
exposicdo a concentracdo de 1,75mg/L quando comprado a atividade do
controle. Apés 96h de exposicdo a 3,5mg/L do PPF, apresentou variacao
significativa na atividade especifica de AChE cerebral em torno de 16% de

reducédo da atividade especifica.
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Figura 12: Atividade especifica da acetilcolinesterase no cérebro de Tilapia do
Nilo (O. niloticus) exposta a distintas concentracdes de formulacdes comerciais
de PPF por 96h.

5. DISCUSSAO

5.1. Anélise do comportamento locomotor

O peixe Xiphophorus maculatus larvivoro vem sendo usado no controle
de larvas de Aedes aegypti. A literatura cita estudo de exposicdo de X.
maculatus a distintas concentra¢des de PPF (0; 0.63; 1.25; 2.5; 5; 10; 20ug/L)
por 96h (CAIXETA et al., 2016). N&o tendo sido obervado morte, mas
diferencas comportamentais tais como, natacdo erratica, perda de equilibrio,
letargia; natacdo errética, perda de equilibrio, letargia, imobilidade; natacao
errética, perda de equilibrio, letargia, imobilidade apds 24, 72 e 96h de

exposicao, respectivamente.
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No presente estudo Tilapia do Nilo (O. niloticus) exposta a
concentragcbes mais altas de PPF no periodo de 96h de exposi¢cdo néo
apresentaram alteracdes no seu comportamento locomotor (Tabela 5).

5.2. Anélise de bhiomarcadores enziméticos

O efeito téxico de PPF foi também avaliado em minhocas Aporrectodea
caliginosa por (NASR et al.,, 2015). No qual foi quantificado a resposta de
biomarcadores como acetilcolinesterase e de enzimas antioxidantes como
polifenol oxidase e glutationa-S-transferase no qual observou uma reducao da
atividade especifica de AChE (16 a 19%) apdés quatro semanas nas
concentra¢gbes mais altas de PPF testadas.

Todavia o PPF apresenta maior efeito inibitorio sobre a atividade especifica
das enzimas polifenol oxidase e glutationa-S-transferase. No presente estudo a
espécie O. niloticus apresentou valores percentuais de reducdo da atividade
especifica de AChE ap0s 24h, valores estes compativeis aos obtidos com a A.
Caliginosa expostas a distintas concentracdes do PPF durante quatro semanas
de exposicado (NASR et al., 2015).

A inibicio de ChE também tem sido correlacionada aos efeitos
comportamentais em ocasifes mais complexas envolvendo a relacéo de peixes
expostos com suas potenciais presas (MORGAN; KICENIUK, 1990) ou
predadores (SANDAHL et al., 2005).

6. CONCLUSAO

O presente estudo mostrou o efeito significativo na atividade especifica da
AChE cerebral em todas as concentra¢des testadas do PPF, em um periodo de
exposicao de 96h. Os resultados também mostraram que o PPF apresentou
variacbes na atividade especifica da AChE somente a partir de 48hs de

exposicao.

O PPF alterou a concentracdo de proteina no extrato cerebral de O.

niloticus no periodo de 96h a concentracdo de 3,5mg/L.

Ndo foram observadas diferencas significativas no comportamento

locomotor dos animais expostos ao larvicida no periodo de 96h.
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Estes resultados sugerem que as variagbes na atividade especifica da
AChE cerebral durante os periodos de exposicdo podem ser parametros na
avaliacdo de danos causados pelo larvicida, possibilitando respostas de aviso

antecipado parcialmete aqueles que ocorrem espontanemente no ambiente.
3.3.2. Teste de toxicidade subcrbnica

Para o teste de toxicidade subcronica foram utilizados 120 exemplares de
alevinos com peso médio inicial de 3,5 + 0,5g, com comprimento médio de 4,5
+ 0,5cm, os animais foram distribuidos aleatoriamente em 20 aquarios de 20L
cada um com volume de 15L de &gua. Foi utilizado um delineamento
experimental inteiramente casualizado com 05 tratamentos (0,0; 0,4; 0,8; 1,2,
1,8mg/L), cada tratamento com 4 repeticbes com densidade e estocagem de 6
animais por unidade experimental, durante um periodo de exposicdo de 28
dias.

Durante o teste, os exemplares receberam alimentacao diaria, com uma
frequéncia de arracoamento de trés vezes ao dia (08hs: 00min; 12hs: 00min e
as 16hs: 00min), com racdo comercial com 45% de proteina bruta ofertada ad
libitum. Os animais foram mantidos sob sistema constante de aeracao, onde os
aquarios eram sifonados diariamente, com troca parcial e total de agua de
diluicdo (controle) e do principio ativo (PPF) em dias alternados. Toda agua do
ambiente de experimentacdo foi filtrada a 10 micras e esterilizada por

ultravioleta.

Foi adotado como critério de avaliacdo da mortalidade a falta de
movimentos e nenhuma reacdo a estimulos tateis, apds essa observacdo os
animais eram removidos imediatamente dos aquarios experimentais, pesados,

medidos e identificados com seu respectivo tratamento e data.

Apés 28 dias de exposicdo, os animais foram mantidos em jejum por
24h, em seguida anestesiados com TRICAINA MS222 com dose de 150mg/L,
causando inconsciéncia e posterior perfuracdo craniana, de acordo com o ltem
8.2.9.3 da Resolucdo n°13/2013. Em seguida foram submetidos a biometria

final por meio de uma balanca digital com precisdo de 0.01g, (SHIMADZU,
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modelo ELB300) para posteriormente avaliacdo dos parametros zootécnicos e
retirada dos tecidos.

Os parametros de desempenho zootécnico avaliados foram: peso médio
final (g) (Pf); ganho de peso diario (g) (GPd): GPd = peso médio final menos
peso médio inicial dividido pelo nimero de dias do experimento; conversao
alimentar aparente (CAA): quantidade total de racéo seca fornecida aos peixes
dividido pelo ganho de peso total (peso médio final menos peso médio inicial);
taxa de sobrevivéncia (%) (TS): TS = numero final de peixes dividido pelo
namero inicial de peixes multiplicado por 100 e TCE = (TCE = 100 x (In peso
final — In Peso inicial) /tempo do experimento. Onde, In = logaritmo natural).

3.3.3. Andlise do Comportamento Locomotor (Video rastreamento)

Os tratamentos controle, e as concentragbes de PPF de 0,8mg/L e
1,2mg/L foram filmados apds um periodo de 28 dias (Figura 13) usando uma
camera digital Finepix 4500 (Fujifilm, Brazil) posicionada a 30 cm dos aquarios
em que 0s peixes se encontravam em visdo lateral, visando compreender o
comportamento dos mesmos. Os videos foram gravados em 320x240 pixels e

30 frames por segundo (FPS) durante 10 minutos. Esta resolucéo do filme foi o

suficiente para o rastreamento dos exemplares experimentais.

Figura 13. Andlise do Comportamento Locomotor (Video rastreamento)

Apos as filmagens, os videos foram transformados em 4 FPS usando o
software Virtual Dub 1.10.4 (AVERY LEE, 2012), sendo portanto utilizado 4
imagens dos peixes por segundo para as analises de comportamento

locomotor, obtendo-se um total de 2400 pontos de coordenada X,Y, que
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descreveram o comportamento de cada individuo analisado. O video
rastreamento foi realizado usando o software Image J 1.49v (National Institutes
of Health — NIH, USA) associado ao plug-in MTrackJ (Meijering et al., 2012;
Erasmus University Medical Center, Holanda). Este software e plug-in foram
utilizados para calcular os mesmos parametros do ensaio anterior (teste de

toxicidade cronica).
3.3.4. Analise Histopatolégica

O figado do peixe foi removido, dissecado e pesado. Logo apos,
fragmentos de tecido hepatico com 3,0 mm de espessura foram cortados e logo
imerso em solucdo de formol em tampéo fosfato (10%), permanecendo no
mesmo por 24 horas. Em seguida, os fragmentos foram imersos em alcool 70%

e armazenados para processamento posterior.

Apo6s a fixagdo, as amostras do figado foram desidratadas em
concentragdes crescentes de etanol, até etanol absoluto, diafanizadas em xilol,
infiltradas e incluidas em parafina. Os blocos obtidos foram cortados em
micrétomo para obtencéo de cortes transversais com 4um de espessura, estes
foram corados com hematoxilina-eosina, fotografados em microscopico optico
Diagtech (Brazil) acoplado a uma camera (Motic 2300, Hong Kong) conectada
um computador e analisados usando o software biométrico Motic Images Plus
2.0 (Hong Kong).

As descricbes microscopicas foram realizadas considerando a estrutura do

figado de Tilapias descrita em Vicentini et al., (2005).

No inicio do experimento, a homogeneidade dos lotes dos animais foi
comprovada pelo teste Cochran, (p<0,05). Os resultados obtidos no estudo
com toxicidade subcrénica foram avaliados pelo programa Systat 13.0, pacote
SPSS da Microsoft, por meio da andlise de variancia (ANOVA), a probabilidade
de 95%, e quando apresentaram diferencas significativas, foram submetidos ao
teste de Tukey (p<0,05) e teste de Kruskall-Wallis (ZAR, 1984).
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4. RESULTADOS
4.1. Qualidade de 4gua

Os parametros de qualidade de 4gua nesta etapa experimental a exemplo do
experimento de toxicidade aguda, também ndo apresentou diferencas
significativas entre os tratamentos (p>0,05), conforme (Tabela 8) abaixo.

Tabela 8. Parametros fisico-quimicos da agua de diferentes concentragfes do
Piriproxifeno no ensaio de toxicidade subcrénico de 28 dias.

Concentracgao (mg Oxigénio dissolvido Temperatura
L) (mg/L) (°C) Ph
0.0 Controle 6,64 + 0,09 24,20 + 0,22 6,85+0,12
0,4 6,56 + 0,07 24,08 + 0,05 7,24+0,09
0,8 6,66 + 0,02 24,23 +0,10 6,98+0,04
1,2 6,73 + 0,06 24,30 +0,19 7,17+0,07
1,8 6,70 + 0,13 24,40 + 0,10 7,1010,12

Os valores dos parametros zootécnicos para comprimento total (CT),
ganho de peso (GP), conversdo alimentar aparente (CAA) e taxa de
crescimento especifico (TCE) apresentaram diferencas significativas entre os

tratamentos no presente estudo (p<0,05) (Tabela 9).

Durante o periodo experimental de 28 dias, ndo foi notificado nenhuma
mortalidade no grupo controle. Sob as concentracbes de 1,2 e 1,8mg/L,
observou-se uma diminuicdo da ingestdo de alimentos em comparacdo ao
controle. Nos tratamentos controle, 0,2; 0,4 e 0,8mg/L ndo houveram
diferencas significativas na analise de CT, porém, os tratamentos com maiores
concentracgfes (1,2 e 1,8mg/L) apresentaram menores comprimentos ao longo

dos 28 dias de experimento (p<0,05).

Em relacdo a CAA, os tratamentos de 1,2 e 1,8mg/L apresentaram 0s
piores resultados (p<0,05). As médias de crescimento especifico em peso
contabilizadas na (Tabela 9), demonstraram que as duas Ultimas
concentracgfes utilizadas no ensaio foram as mais prejudiciais para os alevinos

de Tilapia, reforcando o que ja havia sido demonstrado no GP.
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Tabela 9. Desempenho de alevinos de Tildpia do Nilo submetidos a diferentes
concentracdes do Piriproxifeno (PPF).

VARIAVEIS CONTROLE PPF PPF PPF PPF CV%
0,4mg/L 0,8mg/L 1,2mg/L 1,8mg/L

CT 7,27+0,242 7,65+0,44% 7,33+0,52% 6,74+0,21%* 5,88+0,49° 5,25

GP 6,80+0,812 7,40+1,30° 6,84+1,19° 5,30+1,252 3,52+0,94° 24,68

CAA 1,20+0,32% 1,36+0,3 1,22 0,29 1,47+0,38° 5,17+0,42% 17,1

TCE 1,26+0,22 1,39+0,19° 1,26+0,14®* 0,86+0,1° 0,24 +0,03° 12,6

CT-Comprimento total, Ganho de peso (GP), Converséo alimentar (CA), Taxa de crescimento
especifico (TCE). Letras iguais indicam ndo ocorrerem diferencas significativas (P<0,05) entre
0s tratamentos para o teste de Tukey.

4.2. Analise do comportamento locomotor

Os peixes analisados 28 dias ap0s a exposicdo a substancia mostraram
reducdo na distancia percorrida dentro do aquario, velocidade média, no
parametro de trajetoria D2P e no parametro de mudanca angular da trajetéria
AO (Tabela 10).

Tabela 10. Distancia percorrida (cm), valores de D2S (cm), D2P (cm), 6 (graus), A0
(graus) e velocidade média (cm/s) do comportamento locomotor de Tilapias
controle ou expostas ao Piriproxifeno com 0,8 mg/L e 1,2 mg/L apo6s 28 dias.

Distancia D2S D2P (C] AB Velocidad
28 dias e

Controle  41648+991,0° 11,542 1,7404% 10+28 -1,0£14* 69416
08mMY/L  33690+593,1° 155424 1,4+02® 08+1,8 05+1,1° 56+0,9%
12mg/ll  27858+721,5° 159+7,6 1,1+03° 14+40 12:07° 46+12°
P 0,039 0,587 0,019 0,459 0,013 0,038

4.3. Analise histopatologica

O figado dos peixes controles mostrou estrutura normal para a espécie,
como previamente descrito em Vicentini et al., (2005) (Figura 14). Os
hepatocitos apresentaram distribuicdo cordonal formando placas de
hepatdcitos, apresentando forma arredondada e tamanho normal, com ndcleo
esférico, central e nucléolo proeminente. Os hepatécitos apresentaram

citoplasma claro e rico em lipidios que foram removidos pelo processamento
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histologico, aparecendo sem coloracdo, fundo de luz (coloragdo negativa). A
veia central apresentava aspecto normal, de onde partiam pequenos capilares

sinusoides que mantinham contato direto com os hepatocitos.

Estes sinusoides eram abundantes, revestidos por células endoteliais e
preenchidos por eritrocitos com coloragdo levemente eosindfilica
(avermelhada). Também foi observado tecido pancreatico exocrino dentro do
figado, este apresentou organizacdo acinar com granulos de coloracédo clara a
castanha e localiza¢des difusas no tecido hepatico.
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Figura 14. Fotomicrografias do figado de tilapias do grupo controle (A e B): A)
Tecido hepatico sem alteragcbes histopatologicas (Controle); aumento 100x. B)
Observar arranjo cordonal dos hepatécitos (traco fino verde), nucleo esférico e
centralizado (seta); capilar sinusoide hepéatico (cabeca de seta) e organizacao
em duplo corddo de hepatécitos entre os sinusodides (seta larga azul); aumento
440x.

Os peixes expostos ao PPF com concentracdo de 0,4mg/L (Figura 15)
apresentaram alteracfes morfologicas no figado. Ocorreram areas mostrando
perda da organizacdo cordonal dos hepatdcitos, estes apresentaram nucleo
deslocado para periferia, citoplasma mais corado e menos vacuolizado. Os
capilares sinusoides apresentaram uma leve congestdo e também foram

observadas pequenas areas de infiltrado inflamatorio.

A exposicdo dos animais ao PPF 0,8 mg/L (Figura 15) induziu a perda
da organizacdo cordonal dos hepatdcitos em diversas areas, com nucleo
periférico e maior vacuolizacdo nesses hepatdcitos. O parénquima hepético

mostrou maior congestao multifocal dos sinuséides e quantidade aumentada de



57

macroéfagos e leucdécitos com nucleo muito corado. Também foram observadas

areas de infiltrado inflamatério e fibrose no tecido hepatico.

As Tilapias submetidas ao tratamento com o PPF na concentracdo 1,2 mg/L
(Figura 15) apresentaram lesdes patolégicas mais severas, foram observadas
areas de ampla vacuolizacdo dos hepatocitos e muita estase sanguinea no
interior dos capilares sinusoides, congestdo. Muitos hepatocitos também
mostraram nucleo deslocado para periferia celular e perda do arranjo cordonal.
Entre os hepatécitos e sinuséides foram observados muitos macrofagos e
diversos infiltrados inflamatorios, além de vérias areas de fibrose. Nao foi
possivel mensurar as condi¢cfes do figado na concentracdo de 1,8mg/L devido

a alta mortalidade nessa concentracdo do pesticida.
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Figura 15. Fotomicrografia do figado de Tilapias expostas a 0,4 mg/L (A e B); 0,8
mg/L (C e D); e 1,2 mg/L (E e F) do PPF. A) Tecido hepatico mostrando a veia
central (seta) e hepat6cito com nucleo deslocado para periferia; aumento 400x.
B) Notar congestdo do vaso sinusoéide (seta); aumento 400x. C) Veia central em
corte longitudinal (seta larga azul) de onde partem 0s vasos sinuséides em
padrdo radial (seta); aumento 200x. D) Tecido hepéatico mostrando maior
presenca de leucdcitos (seta); aumento 400x. E) O figado também apresentou
areas de fibrose (seta); aumento 400x; F) Infiltrado inflamatério no tecido
hepético (seta) e amplas areas de vacuolizacao (seta larga azul); aumento 400x.

5. DISCUSSAO

AlteracBes histopatologicas semelhantes foram observadas no tecido
hepético de O. niloticus e C. carpio expostas a concentracfes sub-letais de
carbaril e ciflutrina, respectivamente (MATOS et al., 2007; SEPICI-DINCEL et
al., 2009).

O. niloticus exposta a distintas concentracdes de carbaril também
mostrou alteragdes histopatolégicas no tecido hepatico com diferentes graus de
vacualizacéo celular dos hepatécitos (MATOS et al., 2007). Esta perturbacéo
na estrutura morfolégica do figado poderia estar associada a uma interrupcéo
na funcdo dos tecidos, o que também poderia estar relacionado com a

diminuicdo da capacidade antioxidante.

Informagbes quanto a toxicidade para organismos aquaticos foram
observadas por Truong et al., (2016) que desenvolveram um estudo de
toxicidade aguda com embrides de zebrafish encontrando valores de (CEsp) de
5,2 yM e animais com efeitos morfologicos adversos e comportamentais. Deste
modo, sugerem que a toxicidade do PPF no desenvolvimento dos vertebrados

pode ndo estar limitada somente a insetos.

A toxicidade do PPF também tem sido investigada em copepodos
estuarinos como Eurytemora affinis, que obteve valor de CLsy ap6s 48h de
exposicao 73,24ug/L (LEGRAND et al., 2017). Efeitos ecotoxicologicos do
piriproxifeno tem sido registrado em organismos nao-alvos, microcrustaceos
como Artemia salina e Daphnia magna, mostrando altamente toéxico para
ambos (SANTOS et al., 2017).

De acordo com Caixeta et al., (2016), o PPF usado na concentracao

controle (10 pg/L) para eliminar larvas de Aedys aegypti ndo foi letal para
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Xiphophorous maculatus, todavia, 0s animais expostos a substancia
apresentaram problemas de comportamento, como natacdo erratica, estresse,
perda de equilibrio e letargia, conforme o incremento das concentracdes do
larvicida e aumento do tempo de exposi¢ado ao produto, fato também observado
no presente estudo.

Segundo Dzieciolowska et al., (2017) concentragdes mais baixas de PPF
(0,005; 0,01; 0,1 yg / ml) ndo induzem uma diminuicdo grave da taxa de
sobrevivéncia, nem afeta o desenvolvimento do sistema nervoso central em
embrides de zebrafish. Outros estudos com o Metribuzin Fairchild; Sappington
(2002) n&o notificaram efeitos significativos sobre a sobrevivéncia ou
crescimento de bluegill juvenil (Lepomis macrochirus) em 75ug/L durante um

periodo de 56 dias.

Apesar dos estudos que relatam efeitos toxicologicos atribuidos a
exposicdo a inseticidas em meio aquatico, ndo ha informacédo aparente
disponivel sobre o impacto do PPF sobre os peixes larvivoros (SILVA et al.,
2016; CAIXETA et al., 2016).

No presente estudo os animais que foram expostos aos niveis mais
elevados de PPF apresentaram uma reducdo nos parametros ganho de peso,
comprimento total, taxa de crescimento especifico e um aumento na conversao

alimentar.

Alteracbes no comportamento alimentar por xenobidticos aquaticos
podem ter relacdo com déficiéncias no crescimento e ao declinio populacional
(WEIS et al.,, 1999, 2001) Segundo Scott; Sloman (2004), a exposicao as
substancias toxicas pode causar anabolismo proteico em peixe. Uma vez que
0S animais na tentativa de sair do quadro de estresse, provocado pela
exposicao ao agente estressor utiliza suas reservas nutricionais em busca da
homeostase, resultando na reducdo do desempenho ou até mesmo a morte
dos animais, dependendo do nivel do estresse aos quais 0S animais Sao

expostos.

Plhalova et al., (2012) em estudos com Danio rerio submetidos as

concentracfes de 33 e 53mg/L do Metribuzin em uma exposi¢do subcronica,
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observaram uma diminuicdo da ingestdo de alimentos em comparacdo ao
controle. Em Til4pia, a reducdo de crescimento e da eficiéncia alimentar foi
descritos no teste de exposi¢cao em curto prazo com aflatoxina B1 (AFB1) (em
menos de 12 semanas) (CAGAUAN et al., 2004; ZAKI et al., 2008).

Efeito contrario ao obtido no presente estudo foi obtido por Modra et al.,
(2008), onde n&o observaram nenhuma diferenca significativa no peso corporal
de juvenil de carpa comum em 1,75mg/L de metribuzin, apds um periodo de 28

dias de exposicao.

No presente estudo os peixes submetidos aos niveis 1,2 e 1,8mg/L
apresentaram lesfGes patoldégicas mais severas, como demonstra as analises
histopatoldgicas, efeito esse que comprova a reducdo nos resultados dos
parametros de desempenho avaliados para estes concentracdes de PPF.
Sweilum (2006) em seu estudo, avaliando a toxicidade dos pesticidas
(dimetoato e metidatido) em juvenis de Tilapia do Nilo em longo prazo (durante
24 semanas), encontrou reducdo no peso final e taxa de crescimento

especifico dos peixes com ambos os pesticidas.

Heydarnejad et al., (2013) avaliando o efeito do cadmio em truta arco-iris
também observaram efeito significativo, resultando numa diminuicdo no ganho
de peso e crescimento especifico e aumento na conversdo alimentar aparente

no periodo de 30 dias.

. Pessoa et al., (2011), encontraram diferencas significativas no ganho
de peso de O. niloticus quando submetidas a 8,3 ug / L de carbofuran em um

periodo de exposicao de 96h.

O tecido hepatico pode ser considerado um alvo primario de toxicidade
de uma substancia, portanto, o figado vem sendo avaliado como 6rgéo
biomarcador da poluicdo ambiental (ZELIKOFF, 1998). Lesdes nos hepatdcitos
como ampla vacuolizacdo, reducdo do estoque de glicogénio, inflamacéo,
alteracao no formato dos vasos sinusoides podem ser indicativos de estresse
ambiental, sendo inclusive considerados marcadores da qualidade do meio

ambiente em que estes animais estao inseridos (TEH et al., 1997).
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No presente estudo foi observado que o PPF induziu vérias lesbes
patolégicas no figado dos peixes com severidade dose dependente. Estas
lesdes podem prejudicar o funcionamento do figado, podendo repercutir em
uma reducdo da produtividade desses animais, bem como no

comprometimento de sua saude, predispondo ao aparecimento de doencas.

Como o PPF geralmente possui alta propensdo a bioacumulacdo
(SULLIVAN; GOH, 2008) estes efeitos adversos causados pelo pesticida
tendem a ser mais graves com o0 passar do tempo, podendo ser
particularmente prejudicial a animais adultos que sofreram exposi¢des

prolongadas a esse pesticida.

O presente estudo observou um comportamento locomotor reduzido nos
animais expostos ao pesticida, isto pode prejudicar a capacidade dos animais
se alimentarem, reproduzirem e sobreviverem em ambientes aquaticos
(TENORIO et al., 2017). Em trabalhos com O. niloticus, Pessoa et al., (2011),
observaram uma diminuicdo evidente na natacdo dos animais submetidos ao

carbofuran em um periodo de exposicao de 96h.

O comportamento integra diversos processos bioquimicos, celulares e
sisttmicos que resultam em alteracbes no organismo como um todo,
influenciando na locomocéao, alimentacdo, reproducdo e sobrevivéncia de
animais aquaticos (TENORIO et al., 2017). Respostas comportamentais vém
sendo usadas para avaliar alteracdes toxicologicas em animais aquaticos,
inclusive em camarbes (GUNER, 2013). Testes de toxicidade usando
alteracbes comportamentais podem representar uma excelente ferramenta
para detectar a toxicidade de contaminantes em animais e efluentes (GARCIA-
DE LA PARRA et al., 2006).

6. CONCLUSAO

Os animais submetidos as duas maiores concentracdes apresentaram 0S

piores desempenhos zootécnicos;



62

Apéds 28 dias de exposicao, e submetidos as concentracdes de 0,8 e 1,2 mg/L
de PPF, os alevinos de O. niloticus apresentaram comportamento locomotor
alterado.

A partir da concentracdo de 0,4mg/L de PPF ocorreram lesbes severas e
processos inflamatorios no tecido hepético;

Perspectivas: Neste contexto, tem-se como perspectiva através de novos
estudos quantificar o efeito inibitério do PPF em acetilcolinesterase muscular,
como também seu efeito sobre enzimas antioxidantes, uma vez que o atual
estudo mostra alteragcbes no tecido hepéatico de animais submetidos ao

larvicida.
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