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Resumo

O diflubenzuron (DFB), comercializado com o nome de Dimilin® (CHEMTURA), tem
sido intensivamente utilizado em aquicultura e aplicagdes agricolas podendo ocorrer
contaminagdo do ambiente aquatico. Prochilodus lineatus foi exposto a 0,0, 0,25, 0,5,
1,0 e 2,0 mg L' de DFB durante 14 dias e, em seguida, foram determinadas a frequéncia
de anormalidades nucleares eritrociticas (ANE) e microntcleos (MN) no sangue, a
peroxidacdo lipidica (LPO) nas branquias e figado, histopatologias das branquias e
figado, osmolaridade total e concentragdao dos ions plasmaticos, a atividade das enzimas
Na'/K'-ATPase (NKA) e H'-ATPase nas branquias e a atividade da anidrase carbonica
(AC) nas branquias. As ANE mais frequentes foram o nucleo em formato de rim e
micronucleo e aumentaram significativamente nos grupos expostas a 0,5, 1,0 e 2,0 mg
L' de DFB. A concentra¢io de LPO nas branquias diminuiu nos animais expostos a 2,0
mg L' de DFB e no figado ocorreu um aumento nos animais expostos a 0,5 ¢ 2,0 mg L~
' O indice de alteracio histopatologico nas branquias (IAH) foi maior nos grupos
expostos a 1,0 e 2,0 mg L™ de DFB. No figado, o valor médio de alteracdo (VMA) e o
IAH aumentaram nos grupos expostos a 1,0 e 2,0 mg L™ de DFB. A osmolaridade total
do plasma aumentou de forma significativa no grupo exposto a 0,5 mg L™ de Dimilin®,
em relacdo ao ion Cl, houve uma diminui¢do significativa de sua concentracdo no
grupo exposto a 2,0 mg L. A atividade da H™ - ATPase demonstrou um aumento no
grupo 1,0 mg L. A AC diminuiu significativamente no grupo exposto a 2,0 mg L™. O
Dimilin® apresenta potencial toxico para P. lineatus, causando alteragdes genotdxicas e
mutagénicas, assim como alteragdes morfofuncionais nas branquias e figado, e pode ser

monitorado através das técnicas experimentais utilizadas no presente trabalho.



Abstract

The diflubenzuron (DFB), sold under the name Dimilin® (CHEMTURA), has been
extensively used in aquaculture and agricultural applications may occur contamination
of the aquatic environment. Prochilodus lineatus was exposed to 0.0, 0.25, 0.5, 1.0 and
2.0 mg L' DFB for 14 days and then were determined frequency erythrocytic nuclear
abnormalities (ANE), and micronuclei (MN) in the blood, lipid peroxidation (LPO) in
the gills and liver, histopathology of gills and liver, total osmolarity and concentration
of plasma ions, the activity of the enzymes Na'/k -ATPase (NKA) and H'-ATPase in
the gills and the activity of carbonic anhydrase (AC) in the gills. The most frequent
ENA were the kidney-shaped nucleus and micronucleus and increased significantly in
the groups exposed to 0.5, 1.0 and 2.0 mg L™ DFB. The LPO concentration in the gills
reduced in animals exposed to 2.0 mg L™ DFB and in the liver there was an increase in
the animals exposed to 0.5 and 2.0 mg L™ The degree of tissue change (IAH), in the
gills was higher in the groups exposed to 1.0 and 2.0 mg L' DFB. In the liver, the
average change (VMA) and IAH increased in the groups exposed to 1.0 and 2.0 mg L™
DFB. The total plasma osmolarity increased significantly in the group exposed to 0.5
mg L' Dimilin®, for the CI” ion, there was a significant decrease of its concentration in
the group exposed to 2.0 mg L. The activity of H-ATPase showed an increase in
group 1.0 mg L. The AC decreased significantly in the group exposed to 2.0 mg L.
The Dimilin® has potential toxic to P. lineatus, causing genotoxic and mutangénica
changes as well as changes morphofunctional in gills and liver, and can be monitored

through the experimental techniques used in this work.
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1 Introducao

1.1 Contamina¢ao ambiental

Nos ultimos anos a quantidade de compostos xenobidticos nos ecossistemas
aquaticos vem aumentado de forma alarmante através da atividade antropogénica sobre
o meio ambiente. Tal fato tem contribuido para a redug¢do da qualidade ambiental, e
comprometido a saude dos seres vivos que habitam esses ecossistemas. Um exemplo € o
uso intensivo de pesticidas nas lavouras, que leva a contaminacdo dos ambientes
aquaticos. Esses produtos, quando aplicados na agricultura, podem atingir os corpos
d'agua, principalmente carreados pelo escoamento superficial através das aguas das

chuvas.

\Degradagﬁo ' _
Vaporizacdo
V) 5

Absonvido \ "™y Lixiviacio

Agrotéxicos

pelas plantas

Aderidas ao .5.:-.5.5 = e
Degradacio SO0 — e
bacteriana
; Levadas aos
Aguas subterrdneas corpos d'agua

Figura 1. Rotas dos agrotoxicos no ambiente.
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Outro problema ¢ encontrado em pisciculturas. Como os peixes podem enfrentar
problemas com parasitoses que causam danos a saude e prejuizos de ordem econOmica,
a aplicagdo de produtos quimicos ¢ a primeira estratégia para o combate de
ectoparasitos de peixes. Os parasitas dos géneros Ergasilus sp, Lernaea sp,
Lepeophtheirus sp e Argulus sp, afetam a reproducao dos peixes infectados, provocam
deficiéncias na conversdo de alimentos, sdo vetores de bactérias e virus e ainda
provocam infecgdes secundarias por fungos que podem levar a morte dos organismos
parasitados. Frequentemente, o controle desses organismos danosos aos animais de
cultivo ¢ feito por meio da utilizacdo de quimioterapicos em banhos terapéuticos, ragdes
medicadas e aplica¢do de vacinas (SCHOLZ, 1999; DAVIES et al., 2001). Entretanto, a
falta de informagdes e produtos quimicos proprios para a aquicultura, leva ao uso
indiscriminado de pesticidas, com formulagdes que sdo proprias para a agropecudria
gerando dessa forma, efluentes que comprometem a qualidade da agua, colocando em
risco a biota aquatica (MADUENHO e MARTINEZ et al., 2008).

O grande problema da utilizagdo desses produtos quimicos toxicos esta
relacionado aos possiveis impactos negativos que podem provocar quando atingem
espécies sensiveis e ndo-alvos nos ambientes aquaticos. Além disso, o ecossistema
aquatico ¢ constantemente perturbado também por poluentes toxicos das mais variadas
fontes. Os lixiviados de areas agricolas, os crescentes despejos de esgotos domésticos e
industriais e a liberacdo dos efluentes das pisciculturas, contribuem significativamente
para modificacdes ambientais; reduzem a diversidade de espécies autdctones e
aumentam desordenadamente a densidade de determinadas espécies indesejaveis

(ZAGATTO e BERTOLETTI, 2006).
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1.1.1 Inseticida diflubenzuron (Chemtura)

O inseticida diflubenzuron (DFB), comercializado com o nome de Dimilin®
(CHEMTURA INDUSTRIA QUIMICA DO BRASIL LTDA), ¢ usado na agricultura
para o controle de insetos em culturas como a de milho, tomate, algodao, trigo e citros
(USEPA, 1997; TOMLIN, 1997). Porém vem sendo muito utilizado de forma ilegal nas
pisciculturas brasileiras, por apresentar resultados satisfatérios no controle de
ectoparasitoses e por se acreditar que este produto tenha baixa toxicidade para peixes
segundo alguns estudos (FUJIMOTO et al., 1999). Este produto é muito utilizado para o
controle de Odonata durante a larvicultura e de ectoparasitos como os do género Dolops
e Lernaea (FUJIMOTO et al., 1999; SCHALCH et al., 2005; MABILIA ¢ SOUZA,
2006; PELLI et al., 2008).

O DFB atua como inibidor do crescimento dos insetos e parasitas, pois impede a
ecdise ou muda, causando a morte dos organismos expostos. (BURKA et al., 1997). A
cuticula mal formada do novo instar do inseto, ndo suporta a pressao interna durante a
ecdise e/ou ndo consegue dar suficiente suporte aos musculos envolvidos. Isso resulta
numa incapacidade em liberar a exuvia e finalmente conduz a morte das larvas. O
diflubenzuron atua principalmente por acdo de ingestdo. O composto ndo tem efeito
sistémico nas plantas e ndo penetra nos tecidos vegetais. Consequentemente, insetos
sugadores ndo sdo afetados: essas caracteristicas formam a base de uma seletividade
adicional entre os insetos. Nos ultimos anos, o0 DFB vem sendo utilizado, no Brasil, no
controle do mosquito Aedes aegyptis, causador da dengue, devido a resisténcia do
mosquito a pesticidas como os organofosforados e piretrdides utilizados no controle do

individuo adulto (BRAGA 2004; BORGES et al., 2012)
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O DFB ¢ frequentemente usado em pisciculturas com efic4cia nas concentragdes
que variam entre 0,5 a 2 mg.L"' (FUJIMOTO et al., 1999). Porém, alguns trabalhos
ressaltam que essas doses podem ser letais para populagdes zooplanctonicas,
principalmente aquelas que apresentam exoesqueleto quitinoso, como as de
invertebrados de 4gua doce, crusticeos marinhos e estuarinos. Alguns autores
recomendam o nao uso do DFB em aquicultura devido ao risco que pode oferecer a
esses organismos (SCHOLZ, 1999). A Agéncia de Prote¢do Ambiental dos Estados
Unidos (USEPA, 1997) classificou o DFB como um produto de uso restrito devido a
falta de informagdes sobre os efeitos que pode causar sobre invertebrados aquaticos. Em
relacdo a vertebrados aquaticos, como peixes, ha poucas informagdes sobre os efeitos
que este inseticida pode causar.

Doses que variam entre 0,5 a 2 mg.L-1 (SCHALCH, et al., 2005; FUJIIMOTO et
al.,1999) podem alterar as populagdes zooplanctonicas (LUDWIG, 1993; FUIIMOTO
et al., 1999) e, indiretamente, interferir no desenvolvimento de organismos que utilizam
essas populacdes como alimento.

Em peixes, estudos reportam que a toxicidade aguda, ou seja, a determinacao da
concentragdo letal apds 96 h de exposi¢ao ao DFB (CL50;96h) pode ser maior que 50
mg L' (FISHER e HALL, 1992; PELLI et al., 2008). A exposi¢io de Prochilodus
lineatus a concentragio de 25 mg L' de Dimilin® (DFB) causa alteragdes
hematologicas, metabdlicas e a ativagdo das rotas de metabolizacdo de xenobioticos e
defesas antioxidantes (MADUENHO e MARTINEZ, 2008). As concentragdes
consideradas terapéuticas utilizadas em pisciculturas variam entre 0,5 a 2 mg L’
(FUIIMOTO et al., 1999) e a maioria dos estudos expdem os peixes ao DFB
repetitivamente durante curtos periodos de tempo (MABILIA e SOUZA, 2006; PELLI

et al., 2008). Exposi¢des subletais, porém cronicas, podem ocorrer devido ao aporte
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continuo nos ecossistemas aquaticos ¢ ao acumulo do inseticida no sedimento que,
dependendo das condi¢des ambientais, resulta em realocagdo deste inseticida na coluna
d’ agua.

A composic¢ao quimica do DFB, encontrada na embalagem do produto comercial
(Dimilin®)  (Figura 1), ¢  1-(4-chlorophenyl)-3-(2,6-difluorobenzoyl) urea.
Apresentando 25% do principio ativo diflubenzuron e 75% dito ingredientes inertes. O

produto comercial é utilizado na agricultura em diversas culturas (Tabela I).

Tabela 1. Doses de Dimilin® utilizadas em diferentes culturas agricolas.

PRAGA CONTROLADA DOSE
gMoo L | VOLUME DE
EHEHRE Nome cientifico Noms comum aha |gdathal de CALDA
agua {L/ha)*
Algoddo | Alabama angillacea Cunugueré 60 15 150
Citros Ecdytoiopha aurantiana | Bicho furfia 500 125 25 2000
Milho Spodoplers fruglperds Lagarta do carucho 100 25 200-400
Soja Anticarsia gemmatals Lagarta da soja 3080 | 7515
FPreudoplusia includans Lagarta- falsa- 140 5 150
i medideira
Tomate Tuta ab=oluta Traga deo tomateino
Helicovarps zea Broca grande do
tomateiro
Nealeucinodes Broca paguena do il 22 3. 1008
elegantalis tomateiro
Fhtarimaea opercuialla Traca da batatinha
Trigo Feeudalelia seqguax Lagarta do trigo 100 25 150
Rhammalocerus spp Gafanhoto
Rhammatocerus schistocercoides Safanhoto i e e

Fonte: Chemtura Industria Quimica do Brasil Ltda

Dimilin 25 wp

ALAKU ROVAROLO €5 LEGYLARVAIRTOSZER

Figura 2. Dimilin® produto comercial da Chemtura, Induastria Quimica do Brasil Ltda.
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O DFB, na classificacdo do Ministério da Agricultura, ¢ enquadrado na classe
toxicologica III — Medianamente téxico; II — Muito perigoso ao meio ambiente,
altamente persistente no meio ambiente e altamente toxico para crustaceos. O Dimilin®,
segundo a EPA (2006) esta classificado como classe toxicoldgica IV — baixa toxicidade.

Estudos realizados com animais de laboratdrios (ratos) expostos a doses que
variaram de 156 mg L'a 10.000 mg L' de DFB, foi observado redugéio no ganho de
massa corporea das fémeas submetidas as doses mais altas assim como redug¢ao no nivel
de hemoglobina do sangue de machos e fémeas, apds um ano de teste, nos tratamentos a
partir de 625 mg L', segundo dados registrados na bula do produto da marca
Chemptura, Industria Quimica do Brasil Ltda.

Dessa forma, o uso indiscriminado desse pesticida na agricultura, no controle do
A. aegipti e piscicultura podem levar a contaminacdo dos ecossistemas aquaticos e
comprometer a qualidade da dgua, colocando em risco a biota aquatica (MADUENHO e

MARTINEZ, 2008).

1.2 O uso de peixes no monitoramento ambiental

Atualmente, muitos programas de monitoramento ambiental aqudtico tém
utilizado vertebrados aquaticos, como peixes, como bioindicadores para avaliagdo da
qualidade da 4gua. O interesse no uso de bioindicadores no monitoramento aumentou
acentuadamente na ultima década pelo fato de estarem, em geral, no topo da cadeia
trofica nesses ambientes (ADAMS, 2002). Esses animais sdo sensiveis as alteracdes no
ambiente e suas respostas bioldgicas podem ser iniciadas até mesmo quando as
concentragdes de substancias quimicas estdo abaixo do limite de detec¢do dos métodos

analiticos disponiveis, ou ap6s a exposi¢do quimica ter ocorrido.
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O uso dos peixes ndo se restringe apenas na avaliacdo do ntimero e abundancia
de espécies no ambiente, mas uma analise detalhada das condi¢des de satde da espécie
via biomarcadores (MACHADO, 1999). A toxicidade de agentes quimicos no meio
hidrico pode ser avaliada através de ensaios ecotoxicoldgicos com organismos
representativos da coluna d’agua ou através dos sedimentos dos ambientes em questao.
Esses ensaios podem ter diversas finalidades, como calcular a toxicidade de agentes
quimicos, efluentes liquidos, lixiviados de residuos solidos e outros; instituir critérios e
padroes de qualidade das aguas; estabelecer limites maximos de langamento de
efluentes liquidos em corpos hidricos; analisar a necessidade de tratamento de efluentes
liquidos quanto as exigéncias de controle ambiental; avaliar a qualidade das aguas;
comparar a toxicidade relativa de diferentes substancias; avaliar a sensibilidade relativa
de organismos aquaticos; auxiliar programas de monitoramento ambiental, estimar os
impactos provocados em acidentes ambientais (RAND e PETROCELLI, 1985).

Diversos organismos aquaticos desenvolveram mecanismos para diminuir os
efeitos nocivos dos compostos quimicos assim que eles forem ingeridos ou
absorvidos. Tais mecanismos modificam a estrutura quimica do poluente através da
acdo de enzimas (proteinas que conseguem '"quebrar" alguns compostos quimicos),
para tentar torna-lo mais soluvel e menos toxico ao organismo. Quanto mais soliivel o
composto, mais facilmente o organismo ira elimina-lo, via urina ou suor, por exemplo.
Os principais 6rgaos responsaveis pela metabolizacdo dos compostos sdo os rins € o
figado.

A fisioecologia ¢ uma ferramenta muito importante nesses casos, pois avalia os
tipos de respostas fisiologicas, nas quais, em seu contexto, estdo envolvidas respostas
bioquimicas e morfoldgicas que os organismos possuem em fun¢do da adaptacdo a

condicdes adversas encontradas no meio aquatico. Biomarcadores podem ser definidos
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como respostas biologicas que podem estar relacionadas a exposi¢do ou ao efeito
toxico de um contaminante ambiental (PEAKALL, 1994). O uso de paridmetros
bioquimicos, fisiologicos e morfologicos como bioindicadores tem apresentado bons
resultados na avaliagdo do efeito dos poluentes sobre os peixes (WINKALER et al.,
2001).

Estes biomarcadores podem ser considerados como respostas primarias e
secundarias ao estresse sofrido pelos organismos. O contato dos peixes com substancias
toxicas leva a uma seqii€ncia de respostas fisioldgicas e morfologicas que afetam o
funcionamento adequado do organismo e interferem na homeostasia interna de cada
individuo, podendo ocasionar prejuizos nos processos naturais como a alimentagao,
recrutamento e comportamento, consideradas respostas tercidrias a esse estresse
(SADAUSKAS-HENRIQUE, 2010). Dessa forma, podemos avaliar a toxicidade de

diversos poluentes em diferentes organismos através dos biomarcadores.

1.3 Biomarcadores em peixes

Um biomarcador pode ser considerado uma alteracdo bioquimica, fisioldgica ou
morfoldgica como consequéncia do contato de um organismo a um xenobidtico ou seu
efeito (MELANCON, 1995). Como esses biomarcadores representam excelentes
ferramentas para monitorar a saide dos ecossistemas aquaticos, tém sido usados em
programas modernos de monitoramento ambiental de paises desenvolvidos, como por
exemplo, em alguns paises da Europa. Por serem sensiveis ao agente estressor ajudam
rapidamente a identificar os mecanismos basicos da relagdo causal entre o estressor e

seus efeitos (BAINY, 1993).
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Em peixes, o xenobiodtico ao entrar no organismo e ¢ transportado via corrente
sanguinea até os demais 6rgdos, onde ¢ armazenado e metabolizado para posterior
eliminagdo. Como a maioria dos pesticidas ¢ lipofilica, eles atravessam as membranas
causando danos aos componentes celulares. De forma que ¢ importante que em um
bioensaio ou biomonitoramento seja utilizado um conjunto de biomarcadores para ter
uma visdo mais ampla dos efeitos toxicos de contaminantes no organismo estudado
(HINTON et al., 1992). Nos peixes de agua doce, os xenobioticos sdo, em geral,
absorvidos principalmente pelas branquias, devido ao grande volume de dgua que passa
por elas para que ocorram as trocas gasosas, distribuidos no organismo, via circulacio
do sangue, e metabolizados no figado que ¢ o principal 6rgdo de detoxificagdo do
organismo (KOHLER, et al., 1992; TEH et al., 1997; CERQUEIRA ¢ FERNANDES,
2002; MAZON et al., 2002; SADAUSKAS-HENRIQUE et al., 2010).

As branquias dos peixes, as quais exercem fungdes vitais para a sobrevivéncia
e/ou adaptagdo aos mais variados ambientes (MEYERS e HENDRICKS, 1985;
FERNANDES et al. 2007), tém sido consideradas potenciais 6rgaos cuja integridade
poderia ser utilizada como indicadores da qualidade da agua (MACHADO, 1999). Esse
orgdo possui uma grande area de superficie de contato com o meio externo € tem um
papel importante em inumeras fung¢des, incluindo respirag¢do, osmorregulacao, equilibrio
acido-base e excrecdo de produtos nitrogenados (ALAZEMI et al., 1996; GRAYMORE
et al.,, 2001; FERNANDES e MAZON, 2003). As branquias sdo responsaveis pela
transferéncia dos gases respiratorios e regulagdo osmo-ionica, a efetividade da sua
fungdo depende da atividade das enzimas relacionadas a absorgdo de ions (Na'/K'-
ATPase, H-ATPase ¢ anidrase carbonica) e do estado integro das lamelas,
considerando a espessura da barreira de difusdo agua-sangue, a magnitude da ventilagdo

e o fluxo sanguineo (SAKURAGUI et al., 2003). O figado dos teledsteos € outro 6rgao
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alvo de xenobiodticos; sendo um o6rgdo multifuncional, é responsavel pela conversao do
alimento, produgdo da vitelogenina durante o crescimento gonadal e desintoxicagdo de
compostos estranhos.

Dessa forma, o uso de biomarcadores bioquimicos confere algumas vantagens,
pois sdo normalmente os primeiros a serem detectados. Por serem muitos sensiveis,
apresentam alta especificidade, sdo de baixo custo e fornecem informacgdes do efeito

metabolico causado pelo xenobidtico (AMORIN, 2003).

1.3.1 Biomarcadores bioquimicos

O estresse oxidativo pode ser causado pela contaminagdo aquatica, devido ao
aumento da produgdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) nos organismos expostos
(AHMAD et al., 2000). O termo ERO também ¢ utilizado para espécies que ndo sdo
radicais livres, mas sdo capazes de gerar radicais livres, como no caso do peréxido de
hidrogénio (H,0,) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2000).

O oxigénio (O) ¢ uma molécula que pode ser parcialmente reduzida, formando
varios agentes quimicamente reativos. Podendo formar, quando reduzido de forma
incompleta, intermedidrios reativos como os radicais superoxidos (O-¢), hidroperoxil
(HOz¢) e o peroxido de hidrogénio (H,0O,). A atividade das enzimas antioxidantes em
peixes, pode ser alterada devido ao aumento da producdo de ERO durante o
metabolismo de xenobidticos para neutralizar os efeitos desses radicais livres
(VIARENGQO et al., 1997). Entretanto, quando ocorre um desequilibrio entre producao
de ERO e a atividades das enzimas antioxidantes, ocorre o estresse oxidativo.

As ERO podem reagir com todas as biomoléculas celulares, alterando total ou

parcialmente a sua fung¢do e afetando o metabolismo. Uma das principais lesdes
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causadas pelas ERO ¢ a peroxidacdo lipidica ou lipoperoxidagdo (LPO), ou seja, a
oxidacdo dos 4cidos graxos poliinsaturados da membrana celular (HOGG e
KALYANARAMAN, 1998). A LPO resulta em transtornos na permeabilidade,
alteracdo do fluxo idnico, alteragdo da seletividade de nutrientes e posteriormente,
levando ao rompimento da membrana ou mesmo quebra em moléculas menores, como
determinados aldeidos, que por si s6 ja sdo toxicos para a célula (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2000).

A atividade das adenosinas trifosfatases (ATPases) também ¢é um biomarcador
sensivel a toxicidade. Elas hidrolisam adenina trisfosfato (ATP) em adenina difosfato
(ADP) e fosfato inorganico (Pi) (KULTZ e SOMERO, 1995). As ATPases sdo enzimas
de membrana e possuem variadas formas, responsaveis pelo transporte de ions, volume
celular, pressdo osmdtica e permeabilidade da membrana (AGRAHAHI e GOPAL,
2008).

A Na'/K'-ATPase (NKA) tem importincia na regulagio da osmolaridade do
corpo todo (ALAM e FRANKEL, 2006), a qual ¢ promovida pelo transporte ativo de
ions sodio e ions potassio através da membrana (BIANCHINI et al., 1999). Essa enzima
¢ formada por trés subunidades (o, € y), onde a a ¢ catalitica, possui massa molecular
de 100 kDa e possui sitios de ligagdo para o Na', K', Mg™ , ATP ¢ oubaina. A
subunidade 3, ¢ a menor e com massa molecular de 55 kDa, ndo possui sitio de ligagdo,
assim como a y, mas ¢ importante pela inser¢do na membrana e localiza¢do da enzima
(LIN et al., 2004; MORRISON et al., 2006). No transporte de ions, a enzima consiste
em duas diferentes conformagdes, E1 (fosforilada) e E2 (desfosdorilada). Na primeira,
ela tem alta afinidade pelo Na' intracelular e na E2 tem alta afinidade pelo K"

extracelular. A ciclagem entre E1 e E2 resulta no transporte de 3 ions sédio para fora da
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célula e a entrada de 2 fons potéssio, utilizando uma molécula de ATP e um ion Mg™
como co-fator na fosforilagdo da enzima (HORISBERGER, 2004; MASSUI, 2005).

O gradiente i6nico entre o meio externo ¢ o fluido extracelular de peixes ¢
mantido por células branquiais especializadas, as células-cloreto, as quais sdo
caracterizadas pelos altos niveis de NKA (CHOE et al., 1999). A abundancia e atividade
da NKA nas branquias podem ser alteradas quando a concentracdo de ions muda no
ambiente aquatico (THOMSON e SARGENT, 1977; EPSTEIN, 1980; SHIKANO ¢
FUJIO, 1998). Os xenobidticos podem alterar a atividade da enzima por interrupc¢ao da
produgdo de energia em vias metabolicas ou interagindo diretamente sobre a enzima
(AGRAHARI ¢ GOPAL, 2008). Dessa forma, a NKA pode ser utilizada de modo
efetivo como um indicador da competéncia osmorregulatéria (SHIKANO e FUJIO,
1998).

A H'-ATPase, se trata de uma bomba eletrogénica ativa de protons, ou H'-
translocagdo-ATPase. Uma bomba de prétons, indiretamente acoplada, com um canal
condutor de sédio em vez de um trocador Na'/H "(NH4 +), que é responsavel pela
absorc¢do de ions sddio e excrecdo de protons em peixes de dgua doce (LIN et al., 1994).
Podendo dessa forma, também ser utilizada como um marcador bioquimico.

A anidrase carbonica (AC), uma metaloenzima, ¢ responsavel pela catalise da
reacdo reversivel de hidratagio de CO,: CO,+H,0 H,CO; H' + HCO; (GILMOUR ¢
PERRY, 2009). Nas branquias, os ions gerados a partir do metabolismo sdo trocados na
membrana apical do epitélio branquial, respectivamente, por Na" e CI’, gerando a
absor¢do do sal (EVANS et al., 2005). A AC localiza-se principalmente em regides

interlamelares e representa uma enzima solivel (SENDER et al., 1999).
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1.3.2 Biomarcadores genotoxicos e fisiologicos

O sangue ¢ um dos primeiros tecidos a entrar em contato com os poluentes do
meio, e ao ser distribuido entre os demais tecidos, estes também sofrerdo disturbios
fisiologicos devido a exposi¢do (CERQUEIRA ¢ FERNANDES, 2002; MAZON et al.,
2002; SADAUSKAS-HENRIQUE et al., 2010). O sangue ¢ constituido basicamente de
células e plasma, onde estdo dissolvidos os gases, hormdnios e ions responsaveis pela
homeostasia do organismo (PAULINO, 2011). Distarbios no balango hidrico ¢ na
homeostase i6nica podem ocorrer como consequéncia do estresse em peixes, devido a
relacdo entre os fluidos corpoéreos nas branquias e o ambiente externo (WENDELAAR
BONGA, 1997). Isso pode levar a alteracdes nas concentragdes plasmatica de ions
sodio, potassio e cloreto e a osmolaridade total, que sdo exemplos de efeitos subletais de
poluentes em peixes (ABEL, 1989).

Os eritrocitos sdo células que estdo em contato direto como os xenobioticos e
podem sofrer alteracdes.

O teste do micronticleo (MN) é um biomarcador importante que tem sido
amplamente usado em estudos de genotoxicidade para estimar danos citogenéticos
causados por agentes quimicos ou fisicos (CAVALCANTE, 2009). MNs resultam de
fragmentos de cromossomos que ndo migraram para os polos da célula durante a
anafase e podem ser formados por apoptose, inativagao da formagao do fuso ou dano no
cromossomo, devido a um agente quimico ou fisico (AL-SABTI e METCALFE, 1995,
HEDDLE et al., 1991).

Alteragdes nucleares podem refletir dano genotdéxico ocorrido durante o tempo
equivalente ao do ciclo celular (RAMSDOREF et al., 2009) sendo que, na maioria das

vezes, ¢ necessdria uma exposi¢do mais longa (14 dias) para que se possa acumular a
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substancia toxica no organismo até uma concentragdo capaz de causar tais alteracdes
(BEDOR et al., 2009). MN sdo estruturas circulares de mesma refringéncia que o
nucleo, ndo ligadas a esse, € que possuem um tamanho que corresponda de 1/5 a 1/20
do tamanho do nucleo principal da célula. No caso dos peixes, devido ao tamanho
normalmente reduzido dos cromossomos, a propor¢ao de tamanho passa para a faixa de
1/10 a 1/30 do tamanho do nucleo. O uso de MN como marcador intermedidrio permite
mensuracdo de forma acurada e objetiva da frequéncia de defeitos no DNA. Os MN
aparecem apds o dano, antes mesmo de qualquer alteracdo pré-maligna clinica ou
mesmo histolégica (CAVALCANTE, 2009).

Esse teste pode servir como um primeiro passo no estudo de qualquer substancia
mutagénica, por ser um teste rapido e sensivel, tanto para detectar alteragdes
cromossOmicas estruturais como numéricas. Uma vez que os teledsteos apresentam
eritrocitos nucleados, a presenca de micronucleos pode ser usada como medida da
atividade clastogénica (quebra de cromossomos) ou aneugénica (segregacao
cromossOmica anormal) de uma substancia em ambiente aquatico. Em todos os ensaios
com MN ¢ importante que seja considerado a sua ocorréncia espontinea
(CAVALCANTE, 2009).

Em peixes, a formagdo de MN ocorre espontaneamente, porém em uma
frequéncia menor do que em roedores, por exemplo. A frequéncia espontanea de MN
varia dependendo do método usado e da manipulagdo dos peixes. Os mecanismos pelos
quais poluentes induzem MN em peixes e a interagdo entre os efeitos e os poluentes
ainda ndo sdo completamente conhecidos (CAVALCANTE, 2009).

Estudos tém demonstrado que a formagao de MN pode ser reversivel. Depois de

cessada a exposicdo, tem-se observado que a contagem de células com MN reduz
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rapidamente, sugerindo que, sem a agdo do agente genotoxico, o processo de reparo do

DNA se torna eficaz (CAVALCANTE, 2009).

1.3.4 Biomarcadores morfologicos

Alteragdes histopatoldgicas também tém sido amplamente utilizadas como
biomarcadores na avaliagdo da saude de peixes frente a exposicdo a contaminantes,
tanto em estudos em laboratdrios como em estudos de campo (WESTER e CANTON,
1991; SCHWAIGER et al., 1997). Esses estudos ajudam a identificar 6rgios alvo da
toxicidade e os mecanismos de a¢do dos contaminantes. Os efeitos em niveis
histopatologicos sdo visiveis como em outras medidas de toxicidade, tais como
mortalidade e mudangas comportamentais (WESTER, 2002). Peixes sdo 6timos como
sentinelas ambientais. Assim, efeitos toxicos de poluentes podem ser evidentes em
células e tecidos, antes que mudangas significativas no comportamento ou na aparéncia
externa possam ser identificadas (VAN DYK, 2005). As branquias e figado, sdo alguns
dos 6rgdos alvo mais comumente utilizados para analises histopatologicas, pois podem
ser diretamente afetados pelos xenobioticos presentes no meio.

Em peixes de 4gua doce, os xenobidticos sdo, em geral, absorvidos
principalmente pelas branquias, devido ao grande volume de dgua que passa por elas
para que ocorram as trocas gasosas, distribuidos no organismo, via circulagdo do
sangue, ¢ metabolizados no figado que ¢ o principal 6rgdo de detoxificacdo do
organismo (KOHLER, et al., 1992; TEH et al., 1997; CERQUEIRA ¢ FERNANDES,
2002; MAZON et al., 2002; SADAUSKAS-HENRIQUE et al., 2010).

Alteragdes histopatologicas no figado, como vacuolizagdo dos hepatdcitos,

deplecdo de glicogénio, inflamacdo, alteragdo no formato dos vasos sinusoides e
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neoplamas podem ser interpretados como respostas ao estresse ambiental, sendo, desta
forma, considerados como indicadores histopatologicos da qualidade do ambiente
(KOHLER, et al., 1992; TEH et al., 1997). As alteracdes histopatologicas mais severas
observadas no figado sdo mais frequentes em individuos de areas contaminadas, mas
que também ocorrem em individuos de areas menos degradadas, s6 que em menor
frequéncia (SCHWAIGER et al. 1997).

As alteracoes morfoldgicas nas branquias podem representar estratégias
adaptativas para a conservagao de algumas fungdes bioldgicas quando o animal enfrenta

mudangas ambientais.

1.4 O peixe neotropical Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1847)

O curimbatd, Prochilodus lineatus ¢ uma espécie representativa da regido
sudeste do Brasil devido a sua ampla distribui¢do nessa regido, sendo também endémico
na bacia formada pelos rios Parana e Paraguai cujo abastecimento provém do Aquifero
Guarani, o maior reservatorio de dgua subterrdnea do Cone Sul. A espécie tem elevada
tolerancia a variagdes de temperatura (BARRINUEVO e FERNANDES, 1995) e de pH
(TAKASUSUKI et al., 2004) apresentando um 6timo potencial para a piscicultura. Por
ter habito alimentar detritivoro, o custo de producdo com esta espécie ¢ baixo, tornando-
se uma alternativa economicamente atrativa (ITUASSU et al. 2005). O curimbata é
considerado um peixe de grande porte, podendo atingir até 6kg. Mesmo sendo uma
espécie migradora para fins reprodutivos, estes ndo fazem desova natural em cativeiros,
porém, ndo apresentam problemas com relacdo a producdo de gametas, viabilizando a

desova por indugéo hormonal (ITUASSU et al. 2005).
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Portanto, devido a sua importancia econdmica, por ter sua biologia bem
conhecida e ser sensivel a poluentes, esta espécie € apropriada para testes de toxicidade
(MARTINEZ e COLUS, 2002; CAMARGO e MARTINEZ, 2006). Estudos com P.
lineatus tém sido realizados tanto em laboratério quanto “in situ”, para avaliacdo dos
efeitos de. contaminantes (MAZON ¢ FERNANDES, 1999; MARTINEZ e SOUZA,
2002; WINKALER et al., 2007). A espécie tem potencial para ser considerada como
bioindicadora em projetos de monitoramento ambiental por ter moderada a alta
sensibilidade a diversos poluentes e habito alimentar detritivoro tendo contato com
contaminantes tanto na coluna d’agua quanto no sedimento (MAZON et al., 2002;
PAULINO et al., 2012; SIMONATO et al.,, 2008) e ¢ importante em estudos

ecotoxicoldgicos.

Figura 3. Exemplar de um jovem da espécie Prochilodus lineatus (Valenciennes,

1847).

1.5 Justificativa do estudo e hipodtese

Devido a caréncia de trabalhos para se testar a toxicidade do diflubenzuron

(Dimilin®), principalmente em peixes, o presente trabalho visa fornecer informagdes
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sobre este inseticida. Através dos efeitos causados em Prochilodus lineatus, podera se
avaliar se a utilizacdo deste produto em pisciculturas para o tratamento dos peixes €
viavel.

HO: a exposicao cronica ao inseticida Dimilin® (composto ativo Diflubenzuron
25%) nao causa alteragdes fisiologicas, bioquimicas e morfolégicas em Prochilodus
lineatus.

H1: a exposic¢ao cronica ao inseticida Dimilin® (composto ativo Diflubenzuron
25%) causa alteragdes fisiologicas, bioquimicas e morfologicas em Prochilodus

lineatus.

1.6 Objetivos

1.6.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial toxicolégico e a agdo do
inseticida Dimilin® (principio ativo diflubenzuron — DFB) em Prochilodus lineatus
(VALENCIENNES, 1847). E, dessa forma, gerar indicadores sensiveis para o
monitoramento dos recursos hidricos de areas rurais associadas a produ¢do agricola em
que o inseticida ¢ utilizado e testar sua toxicidade para a espécie em questdo, mostrando

se sua utilizagdo em pisciculturas ¢ adequada ou ndo no tratamento dos peixes.

1.6.2 Objetivos especificos

Identificar os efeitos da exposicdo ao DFB em curimbatd, Prochilodus lineatus

utilizando biomarcadores em diferentes niveis de organizagdo bioldgica: genotdxico,

bioquimico, e histologico:
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e Avaliar a freqiiéncia de microntcleo e anormalidades nucleares eritrociticas nos
eritrocitos de P. lineatus ap6s exposi¢ao ao DFB;

e Analisar a concentragdo dos ions plasmaticos e osmolaridade total do plasma e
determinar a atividade das enzimas Na'/K' - ATPase e H'- ATPase branquial de
P. lineatus apods exposicao ao DFB;

e Determinar a concentracdo de peroxidos de lipidios nas branquias e figado de P.
lineatus apds exposi¢cdo ao DFB;

e Avaliar as alteragdes histopatologicas nas branquias e figado de P. lineatus ap6s

exposicao ao DFB.

2 Materiais e métodos

Exemplares de Prochilodus lineatus (massa corporea: 21,8+1,0 g; comprimento
total: 13,5+0,2 cm) provenientes da Estagdo de Piscicultura do Reservatério da Usina
Hidrelétrica de Furnas, Sao José da Barra, MG, foram transportados para o laboratorio
de Zoofisiologia e Bioquimica Comparativa do Departamento de Ciéncias Fisiologicas,
da Universidade Federal de Sao Carlos, UFSCar, Sao Carlos, aclimatados em
laboratdrio (10 dias) em tanques de 1000L com aeracdo continua, com fotoperiodo
natural (12 horas claro, 12 horas escuro). Os animais foram alimentados ad libinum,
uma vez ao dia, com ragdo comercial (40% proteina, FRI-ACQUA 40, Fri-Ribe Ragdes,

SP, Brazil).
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Tabela 2. Comprimento total e padrao dos peixes. Os dados sdo apresentados como

média+erro padrao da média.

Comprimento Total
Controle 0,25 0,5 1,0 2,0
14.05+0.4311 13.12+0.2611 13.884+0.295 13.75+0.4488 12.714+0.3595

Comprimento Padrio

Controle 0,25 0,5 1,0 2,0
11.1£0.2873  10.63+0.2758 11.31+0.3265 10.85+0.3337 9.929+0.2766

As mensuragdes das varidveis concentracdo de oxigénio dissolvido (7,6+0,03
mg/L), pH (6,6+0,02), temperatura (23,8+0,7°C), condutividade elétrica (77,3%0,7
uS/cm) e total de solidos dissolvidos (0,05+0,0004 %), foram efetuadas a cada 24h, com
o auxilio de uma sonda multiparametro (YSI 6820 V2) para avalia¢do da qualidade de

agua.

Tabela 3. Mensuracdes das variaveis da 4gua: temperatura (°C), condutividade (pus/cm),
total de sdlidos dissolvidos (TDS %), oxigénio dissolvido (OD mg/L) e pH. Os dados

sdo apresentados como médiaterro padrao da média.

Temperatura  Condutividade oD
(®) (us/cm) TDS (%)  (mg/L) pH
23.82+0.65 77.34+0.71 0.05+£0.0004 7.64+0.03 6.6+0.02

2.1 Desenho experimental

Os exemplares de P. lineatus foram expostos as seguintes concentragodes
subletais de Dimilin® 25W (CHEMTURA — DIFLUBENZURON 25%): 0,25; 0,5; 1,0
e 2,0 mg L', concentragdes utilizadas para controle de larvas de insetos em

pisciculturas (FUJIMOTO et al., 1999, SCHALCH et al.,, 2005, LUVIZOTTO-
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SANTOS et al. 2009), durante 14 dias (336 horas) e em sistema semi-estatico, com
renovagao de 80% da agua com a solugdo teste, a cada 24 horas. Cada experimento foi
realizado em duplicata, com 6 peixes em cada aquario (200L) sendo 12 peixes por
tratamento (N=12). Dois aquarios foram mantidos como grupo controle (00 mg L
Dimilin® 25W), com as mesmas condi¢des dos demais, porém sem a presen¢a do
Dimilin®. Durante os experimentos as caracteristicas fisicas e quimicas da dgua foram
similares as do periodo de aclimatagdo.

Ao final da exposi¢do uma amostra de sangue foi retirada via puncdo da veia
caudal (~2ml) para confec¢do de extensdes sanguineas para determinagdo da frequéncia
de ANE e MN e posterior analise dos ions e osmolaridade do plasma. Posteriormente,
os peixes foram sacrificados por seccdo da medula. As branquias e figados foram
removidos e amostras foram congeladas a -80°C para posterior analise da peroxidagdo
lipidica, Na"/K" - ATPase e H' - ATPase ou fixadas em soluciio de glutaraldeido 2,5%

em tampao fosfato 0,1M, pH 7,4 para as analises histopatologicas.

2.2 Analise comportamental dos peixes expostos ao inseticida Dimilin®

O comportamento dos exemplares de P. lineatus foi avaliado através de
observacao durante os 14 dias de exposi¢do ao inseticida Dimilin®. Caracteristicas
como a quantidade de muco na agua, alteragdes dos padrdes natatdrios dos animais e
quantidade de ra¢do acumulada no aquario foram observadas em cada grupo expostos as
diferentes concentragdes do inseticida (0,25; 0,5; 1,0 e 2,0 mg L'l) e comparadas com o

grupo controle (00 mg L™).
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2.3 Analises genéticas, bioquimicas e morfolégicas

2.3.1 Micronucleo e anormalidades nucleares eritrociticas

Para a determinacdo da frequéncia de ANE e MN, 24h apos a confecgdo das
laminas, as extensdes sanguineas foram fixadas em metanol por 10 minutos, e
posteriormente coradas, segundo a metodologia de Tavares-Dias ¢ Moraes (2003) com a
solugdo May Griinwald-Giemsa-Wright (MGGW) por 1 minuto. Duas mil células de
cada animal foram contadas e o numero de MN e ANE anotados. As ANE foram
classificadas, segundo descrito por Hoftman e Raat (1982), em nucleo segmentado,
lobulado, em forma de rim e foram considerados MNs as estruturas morfologicamente
semelhantes ao nticleo principal com diametro entre 1/16 a 1/3 do nucleo principal; ndo

apresentavam refringéncia; ndo estavam ligadas ou conectadas ao nucleo principal.

2.3.2 Peroxidacao lipidica

As amostras de figado e branquias foram homogeneizadas em tampao fosfato,
o sobrenadante foi retirado para quantificacdo da LPO. O nivel de lipoperoxidacao
tecidual das branquias e figado foi determinado pela oxidagio do Fe*" na presenca de
xilenol laranja, em 560 nm, utilizando-se o ensaio FOX de acordo com a metodologia
de Jiang et al. (1992). Para isso a cada fracdo sobrenadante obtida foi adicionada a
solugdo de reacdo: metanol (grau HPLC) 90% (90% do volume final), acido sulfurico
(H2SO,4), hidroxitolueno butilado (BHT) e sulfato ferroso amoniacal (ASF) e xilenol
laranja para a reacdo de cor. A analise foi realizada em espectrofotdometro e comparada

as amostras brancas contendo apenas metanol, os resultados foram expressos em pmol
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CHP.mgPt". A concentracdo total de proteina foi mensurada segundo a metodologia de

Bradford (1976).

2.3.3 Histopatologias das branquias e figado

Amostras de branquias e figado fixadas foram desidratadas, incluidas em
historesina e seccionadas com 3 pm de espessura. As sec¢des de branquias foram
coradas com azul de toluidina e as de figado foram coradas com azul de toluidina e
fucsina basica, as imagens digitais das sec¢des foram obtidas utilizando microscopio de
luz (OLYMPUS, DENMARK), objetiva 40x, camera acoplada a um computador e
software Motic Image Plus 2.0 software (HONG KONG, CHINA).

A frequéncia de lesdes nas branquias foi quantificada em um total de 14 tipos de
histopatologias encontradas e no figado 25 tipos de histopatologias. Essas lesdes foram
classificadas em trés niveis: nivel 1, auséncia de alteragdes histopatologicas (branquias
de 0 a 4 e figado de 0 a 8 histopatologias); nivel 2, ocorréncia de lesdes pontualmente
localizadas (branquias de 5 a 9 e figado de 9 a 17 histopatologias) e nivel 3, lesdes
amplamente distribuidas pelo 6rgdo (branquias de 9 a 14 e figado de 17 a 25
histopatologias) de acordo com Schwaiger et al. (1997) para o célculo do valor médio
de alteragcdes (VMA) que indica a distribui¢c@o de lesdes no orgao.

O tipo e a severidade das lesdes nas branquias foram analisadas de acordo com
Poleksic e Mitrovic-Tutundzic (1994) adaptada por Cerqueira et al. (2002) e Meletti et.
al (2003) para o calculo do indice de alteragcdes histopatologicas (IAH). Quatro
filamentos branquiais foram analisados em cada corte histologico (4 cortes) de cada
amostra. As lesdes foram classificadas em 4 grupos de acordo com o tipo e a localizagao

da lesdo: G1, hipertofia e hiperplasia do epitélio branquial e alteragdes relacionadas; G2,
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alteracdes nas células mucosas e/ou cloreto; G3, alteragdes nos vasos sanguineos; ¢ G4,
fibrose e necrose. As lesdes foram classificadas em 3 estagios: estagio I, lesdes ndo
muito severas e que nao afetam o funcionamento do 6rgdo, reversiveis e pontuais (peso
0); estagio II, lesdes moderadamente severas e que podem afetar o funcionamento do
orgao (peso 1), podem ser irreversiveis, porem, no geral sdo pontuais; e estagio III,
lesdes muito severas e normalmente irreversiveis onde o funcionamento do 6rgao fica
muito prejudicado (peso 2) (Tabela 4). A mesma classificagdo, utilizada por Poleksic e
Mitrovic-Tutundzic (1994) e adaptada por Rigolin-Sa (1998), foi adotada para a analise

do figado (Tabela 5).

Tabela 4. Classificacdo das alteragdes histopatoldgicas quanto aos estidgios de
comprometimento da fungdo branquial.

Estagios
| 1 1]
Hipertrofia do epitélio lamelar Fusao total das lamelas  Necrose
Hiperplasia do epitélio lamelar Aneurisma lamelar
Congestao vascular Ruptura epitelial

Dilatagao do canal marginal
Descolamento epitelial
Constricdo do sistema de células pilares
Proliferacao de células-cloreto
Proliferagao de células mucosas
Fusao parcial das lamelas
Edema
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Tabela 5. Classificacdo das alteragdes histopatoldgicas quanto aos estigios de
comprometimento da fun¢do hepatica.

Estagios
| | i
Necrose
Edema intercelular Hiperplasia focal
Hipertrofia nuclear Infiltracdo Necrose total
Hipertrofia celular Vacuolizagao nuclear
Atrofia celular Degeneracao nuclear
Atrofia nuclear Degeneracdo citoplasmatica
Aumento da frequéncia de vasos Nucleos picndticos
Deformacdo do contorno celular Rompimento celular
Deformacdo do contorno nuclear Estagnacdo biliar
Nucleos na periferia da célula Ruptura de vasos
Desarranjo dos cordGes hepaticos Congestao

Melanomacrofagos
Vacuolizagado citoplasmatica
Granulos eosindfilos

O IAH corresponde ao resultado da somatoria das lesdes em cada grupo elevada
ao valor dos pesos dos diferentes estagios (IAH = 10°%] + 10'21I + 10°2111). Os valores
de TAH foram classificados em 4 categorias: 0 a 10 indicam um funcionamento normal
do o6rgao; 11 a 20 indicam danos de leves a moderados no 6rgio; 21 a 50 indicam danos
de moderados a severos e, acima de 100 que indicam danos irreparaveis no 6rgao. O
tipo e a severidade das lesdes no figado para o célculo do IAH foram analisados de
acordo com Camargo e Martinez (2008). No figado foram analisados 20 campos
aleatdrios em cada sec¢do de tecido hepatico, em um total de 4 cortes (5 campos por

corte), e também calculado o VMA.

2.3.4 Analise dos ions plasmaticos e osmolaridade

O sangue coletado foi centrifugado e o plasma separado para analise dos ions

plasmaticos Na', K", CI' e osmolalidade total. Na", K" foram determinados utilizando
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espectrofotometro de chama (DIGIMED, DM-61). Para o ion CI utilizado kit comercial
(LABTEST, BRASIL) com absorbancia em 490 nm em leitora de microplaca (MRX-
HD (DYNEX TECHNOLOGIES, USA), a osmolalidade foi determinada utilizando um
semi-microsmometro (OSMETTE PRECISION SYSTEM) com base no ponto de

congelamento da amostra.

2.3.5 Atividade das enzimas Na'/K'- ATPase (NKA) e H'- ATPase branquial

Apbs lavagem em solugdo salina, alguns filamentos branquiais foram
separados dos arcos e congelados (- 80°C) em tampao SEI (Sacarose-EDTA-Imidazol,
pH 7.,4). Os filamentos branquiais foram homogeneizados e centrifugados por 5 minutos
a 10.000g (4 °C).

A atividade das enzimas nas branquias dos peixes foi determinada por meio do
micro-ensaio enzimatico descrito por Gibbs e Somer (1989) modificado por Kultz e
Somero (1995) e por Gonzalez e colaboradores (2005). Os ensaios sdo baseados na
defosforilacdo do ATP para a oxidagdo do NADH, sendo a atividade da NKA
determinada na fragdo sensivel a ouabaina, enquanto a fragdo sensivel ao NEM (inibidor
da H'-ATPase) foi utilizada para avaliar a atividade da H'-ATPase. Em cada um dos
ensaios foi determinada a concentra¢do de proteinas totais das amostras de branquia,
segundo método descrito por Bradford et al. (1976), sendo a atividade final das enzimas
NKA e H'-ATPase descritas em pmol de ATP por mg de proteina™ por h™(ATP mgPT"'

hh.
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2.3.6 Atividade da enzima anidrase carbonica

A determinagdo da enzima anidrase carbdnica (AC) foi desenvolvida segundo
protocolo de Henry (1991) adaptado por Vitale et al. (1999), onde o CO; foi catalizado
pela presenca da enzima AC com correspondente liberagio de H' e consequente
decaimento do pH vs. tempo. Amostras de branquias foram homogeneizadas em tampao
imidazol (imidazol 10 mM, pH 7,5-7,6) ¢ em seguida 50 uL do homogenado foi
adicionado a uma solucdo de rea¢do (225 mM manitol, 75 mM sacarose, 10 mM tris
base e 10 mM NaH,PO,, pH 7,4) e 4gua saturada com CO,. A leituras foram realizadas

a cada 4 segundos, durante 20 segundos com um pHmetro (QUIMIS Q-400A).

2.4 Analise estatistica

Todos os dados foram apresentados como média + erro padrao da média. Aos
dados de cada andlise foi aplicado primeiramente o Teste de Normalidade de D’
Agostino e Pearson. Apds isso, para os dados que passaram no teste de normalidade
(peroxidagdo lipidica do figado, ANE e MN) foi aplicado a Andlise de Variancia
(ANOVA), seguido do Teste de Multipla Comparagdo de Bonferroni. Para os demais
dados que ndo passaram no teste de normalidade e para os dados de frequéncia foi
aplicado o Teste Nao-Paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do Teste de Multipla
Comparacao de Dunn. A diferenga significativa entre os grupos foi considerada quando
P<0,05. A estatistica foi realizada segundo Zar (BIOSTATISTICAL ANALYSIS,

2009).



37

3 Resultados

3.1 Analise comportamental dos peixes expostos ao inseticida Dimilin®

Durante a exposi¢do dos exemplares da espécie Prochilodus lineatus durante 14
dias ao inseticida Dimilin®, observou-se alteracdes no comportamento dos animais
expostos as concentracdes mais altas do produto na agua. Nos grupos de concentragdo
0,25 ¢ 0,5 mg L' de Dimilin® ndo foram observadas altera¢des bem evidentes em
relagdo ao grupo controle (00 mg L™ de Dimilin®), no entanto, nas concentracdes de
1,0 ¢ 2,0 mg L de Dimilin®, pode-se observar alteragdes nos padrdes natatérios dos
animais, acumulo de muco na dgua e excesso de racdo, indicando que esses animais nao
estavam se alimentando bem, essas alteragdes foram bem visiveis principalmente na

concentragdo de 2,0 mg L' de Dimilin®.

3.2 Microntcleo e anormalidades Nucleares eritrociticas (ANE)

As seguintes anormalidades foram encontradas nos eritrdcitos: nucleo
segmentado, nticleo lobulado, ntiicleo em formato de rim e micronucleo (Figura 4).

O ntcleo em formato de rim foi a ANE mais frequente nos eritrocitos de P.
lineatus expostos ao Dimilin®, seguida de micronticleo, nucleo lobulado e nucleo
segmentado (Tabela 6). As maiores frequéncias de ANE ocorreram nos animais
expostos a 1,0 € 2,0 mg L' de Dimilin®. A porcentagem das ANE nos grupos expostos
a concentragdo 0,5, 1,0 e 2,0 mg L' apresentaram diferenca significativa em relagdo ao

grupo controle (00 mg L") (Figura 5).
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Figura 4. Anormalidades nucleares e micronucleos no sangue de Prochilodus lineatus
expostos a concentragdes subletais de Dimilin® (00, 0,25, 0,5, 1,0 e 2,0 mg L'l) durante
14 dias. Em A: ntcleo segmentado; em B: nucleo lobulado; em C: nicleo em formato
de rim e em D: micronticleos. Escala 10pm. Solugdo May Griinwald-Giemsa-Wright
(MGGW).

Tabela 6. Frequéncia das alteragdes nucleares eritrociticas - ANE (nucleo segmentado,
nucleo lobulado, nicleo em formato de rim e microntcleos) em P. lineatus expostos a
concentragdes subletais de Dimilin® (00, 0,25, 0,5, 1,0 e 2,0 mg L'l) durante 14 dias.
Os dados sdo apresentados como médiaterro padrio da média. (*) indica diferenga
significativa em relagio ao controle (00 mg L™).

Concentragoes de Dimilin®

ANE
Formato de Rim
Lobado
Segmentado

Microniucleo

0,0 mg L'

0.02+0.008

0.01£0.007
0+0

0.015+0.011

0,25 mg L™ 0,5mg L' 1,0 mg L™
0.06+0.019 0.2+0.067* 0.18+0.029*
0.025+0.011 0.044+0.020 0.02+0.011
0.015+0.008  0.056+0.015*  0.05+0.017*

0.02+0.011 0.025+0.013 0.18+0.046*

2,0 mg L'
0.286+0.023*
0.114+0.018*
0.007+0.005

0.157+0.022*
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Figura 5. Frequéncia das alteragdes nucleares eritrociticas — ANE (nucleo segmentado,
nucleo lobulado, nucleo em formato de rim e microntcleos) em Prochilodus lineatus
expostos a concentragdes subletais de Dimilin® (00, 0,25, 0,5, 1,0 ¢ 2,0 mg L'l) durante
14 dias. (*) Indica diferenca significativa (P<0,05) em relago ao controle (00 mg L™).

3.3 Lipoperoxidacio das branquias e figado

A concentragdo de peréxido de lipideos nas branquias diminuiu
significativamente no grupo exposto a 2,0 mg L' Dimilin® em relacio ao grupo
controle (00 mg L) (Figura 6A) enquanto que no figado ocorreu um aumento
significativo nos grupos expostos a 0,5 ¢ 2,0 mg L™ Dimilin® em relacdo ao grupo

controle (Figura 6B).
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Figura 6. Lipoperoxidacdo das branquias (A) e figado (B), em Prochilodus lineatus
expostos a concentragdes subletais de Dimilin® (00, 0,25, 0,5, 1,0 ¢ 2,0 mg L'l) durante
14 dias. (*) Indica diferenca significativa (P<0,05) em relagdo ao controle (0 mg L™).

3.4 Histopatologia das branquias de P. lineatus

Virias alteragdes foram observadas nas branquias dos peixes expostos ao DFB,
porém, as mais frequentes foram as classificadas como estagio I, tais como: hipertrofia e
hiperplasia do epitélio do filamento, dilatagdo do canal marginal, descolamento epitelial
e proliferacao de células cloreto (Figura 7 e Tabela 6).

O VMA nao apresentou diferenca significativa em relacao ao grupo controle. O
IAH foi significativamente maior nos grupos expostos a 1,0 e 2,0 mg L™ em relagdo ao
grupo controle (00 mg L), porém em todos os grupos expostos ao Dimilin®, os valores

de TAH ultrapassaram o indice 10, evidenciando que as branquias apresentavam

alteragdes leves a moderadas (Figura 8).
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Figura 7. AlteracGes histopatologicas mais frequentes nas branquias de Prochilodus
lineatus, expostos a concentragdes subletais de Dimilin® (00, 0,25, 0,5, 1,0 e 2,0 mg L~
" durante 14 dias. Em A: tecido relativamente sem alteragdes; B: Hipertrofia do epitélio
lamelar; C: dilatagdo do canal marginal; D: hiperplasia do epitélio do filamento; E:
descolamento epitelial; F: proliferagdao de células cloreto. Figuras A, C, D, E e F 20 um,
figura B 10 um. Azul de Toluidina.
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Tabela 7. Avaliagdo qualitativa da frequéncia das alteragdes histopatologicas nas
branquias de Prochilodus lineatus, expostos a concentragdes subletais de Dimlin® (00,
0,25, 0,5, 1,0 € 2,0 mg L'l) durante 14 dias. Em 0 = ausente; 0+ = raramente frequente;
+ = frequente; ++ = muito frequente; +++ = extremamente frequente.

Alteragio Estagio |00 mg L' [0,25mg L [0,5mgL" [1,0 mg L™ [2,0 mg L'
Hipertrofia do epitélio lamelar I ++ -+ -+ +++ +++
Hiperplasia do epitélio lamelar I + ++ ++ +++ +++

Congestao vascular I 0+ ++ ++ ++ ++
Dilatagéo capilar | ++ +++ ++ +++ +++
Descolamento epitelial I 0+ ++ +++ +++
Constrigdo capilar I 0 ++ + +
Proliferagao de células cloreto I 0+ ++ +++ +++
Proliferagdo de células mucosas I 0+ 0 0 0 0
Fusdo das lamelas I 0+ 0+ +
Edema I 0 0+ 0+
Aneurisma lamelar I 0 0 0 0+ 0+
Ruptura epitelial (hemorragia) 11 0 0+ 0+ + ++
Necrose focal I 0
Necrose total 111 0
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Figura 8. Branquias de Prochilodus lineatus expostos a concentragdes subletais de
Dimilin® (00, 0,25, 0,5, 1,0 e 2,0 mg L'l) durante 14 dias. A. valor médio de alteracao
(VMA); B. Indice de alteragdo histopatoldgica (IAH). (*) indica diferenca significativa
(P<0,05) em relacao ao controle (00 mg L.

3.5 Histopatologia do figado de P. lineatus

A exposi¢do dos peixes ao Dimilin® provocou varias alteragdes morfologicas no
figado. As alteracdes mais frequentes foram as de estagio I e II: desarranjo dos corddes
hepaticos, granulos eosinofilos, vacuolizagdo nuclear e degeneracao nuclear (Figura 9 e
Tabela 8). Outras alteragdes também foram encontradas: edema intercelular, hipertrofia
nuclear, hipertrofia celular, atrofia celular, atrofia nuclear, aumento da frequéncia de
vasos, deformacdao do contorno celular, deformag¢do do contorno nuclear, ntcleos na
periferia da célula, melanomacrofagos, vacuolizacdo citoplasmatica, hiperplasia,
infiltragdo, degeneracao citoplasmatica, nucleos picnéticos, rompimento celular, ruptura
de vasos, congestao e raramente necrose focal.

O VMA (Figura 10A) calculado para os grupos expostos a 1,0 ¢ 2,0 mg L™ do
figado de P. lineatus aumentou significativamente em relagcdo ao grupo controle (00 mg
L™"). O IAH (Figura 10B) também aumentou significativamente nos mesmos grupos em

relacdo ao controle, porém nenhum dos grupos apresentou valor de IAH maior que 100.
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Figura 9. Alteragdes histopatoldgicas mais frequentes no figado de Prochilodus
lineatus expostos a concentragdes subletais de Dimilin® (00, 0,25, 0,5, 1,0 e 2,0 mg L'l)
durante 14 dias. Em A: tecido relativamente sem alteragdes; B: desarranjo dos corddes
hepaticos; C: granulos eosindfilos; D: vacuolizagdo nuclear; E: degeneragdo nuclear.
Escala 10 pym. Azul de toluidina e fucsina basica.
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Tabela 8. Avaliagcdo qualitativa da frequéncia das altera¢des histopatoldgicas no figado
de Prochilodus lineatus, expostos a concentracdes subletais de Dimilin® (00, 0,25, 0,5,
1,0 e 2,0 mg L'l) durante 14 dias. Em 0 = ausente; 0+ = raramente frequente; + =
frequente; ++ = muito frequente; +++ = extremamente frequente.

Alteragdes Estagio |00 mg L™ [0,25mgL" |0,5mgL" [ 1,0mgL"|2,0mgL"
Edema intercelular I 0+ 0+ + ++ ++
Hipertrofia nuclear I 0+ 0+ 0+ 0+ 0+
Hipertrofia celular I 0+ 0+ 0+ 0+ 0+
Atrofia celular I 0+ 0+ 0+ +
Atrofia nuclear I 0+ 0+ 0+ + +
Aumento da frequéncia de vasos I 0+ 0+ 0+ 0+ 0+
Deformagao do contorno celular I 0+ ++ +++
Deformagdo do contorno nuclear I + + + + +
Nucleos na periferia da célula I 0+ 0+ 0+ + +
Desarranjo dos corddes hepaticos I 0+ ++ +++ ++ +++
Melanomacrofagos I 0+ 0+ 0+ 0+ 0+
Vacuolizaggo citoplasmatica I 0+ 0+ + + +
Granulos eosindfilos I ++ +++ ++ ++ +++
Hiperplasia I 0+ 0+ 0+ + +
Infiltragdo II + ++ ++ ++
Vacuolizagdo nuclear 1T + + ++ +++ +++
Degeneragdo nuclear II + ++ +++ +++
Degeneragio citoplasmatica I 0+ 0+ 0+ + +
Nicleos picnoticos I 0+ 0+ 0+ 0+ 0+
Rompimento celular I 0+ 0+ 0+ 0+ 0+
Estagnacao biliar I 0 0 0 0 0
Ruptura de vasos I 0+ 0+ 0+ 0+ 0+
Congestao II 0+ 0+ + + ++
Necrose focal I 0 0+ 0 0 0
Necrose total 111 0 0 0 0 0
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Figura 10. Figado de Prochilodus lineatus, expostos a concentracdes subletais de
Dimlin® (00, 0,25, 0,5, 1,0 ¢ 2,0 mg L'l) durante 14 dias. Em A: valor médio de
alteragdo histopatologica (VMA). Em B: indice de alteracao histopatologica (IAH). (*)
Indica diferenca significativa em relago ao controle (00 mg L™).

3.6 Analise dos ions plasmaticos e osmolaridade

A osmolaridade total do plasma aumentou de forma significativa no grupo

exposto a 0,5 mg L™ de Dimilin® em relagdo ao grupo controle (00 mg L) (Figura 11).
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Figura 11. Osmolaridade total do plasma de Prochilodus lineatus, expostos a
concentragdes subletais de Dimlin® (00, 0,25, 0,5, 1,0 ¢ 2,0 mg L'l) durante 14 dias. (*)
Indica diferenca significativa em relacdo ao controle (00 mg L™).
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J4 na anélise do ion Na', ndo houve diferenca significativa entre os grupos de

exposicao ao Dimilin® (Figura 12).
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Figura 12. Concentragdo do ion Na" no plasma de Prochilodus lineatus, expostos a
concentracdes subletais de Dimlin® (00, 0,25, 0,5, 1,0 ¢ 2,0 mg L") durante 14 dias.
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O mesmo ocorreu com o ion K no plasma de Prochilodus lineatus, nao

apresentando diferenca significativa entre os grupos expostos ao Dimilin® (Figura 13).
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Figura 13. Concentragdo do fon K no plasma de Prochilodus lineatus, expostos a
concentracdes subletais de Dimlin® (00, 0,25, 0,5, 1,0 ¢ 2,0 mg L") durante 14 dias.
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Em relagdo ao ion CI', houve uma diminuicao significativa de sua concentragao
no plasma de Prochilodus lineatus no grupo exposto a 2,0 mg L do inseticida

Dimilin® em relagdo ao grupo controle (00 mg L) (Figura 14).
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Figura 14. Concentragao do ion CI" no plasma de Prochilodus lineatus, expostos a
concentragdes subletais de Dimlin® (00, 0,25, 0,5, 1,0 ¢ 2,0 mg L'l) durante 14 dias. (*)
Indica diferenca significativa em relacdo ao controle (00 mg L™).

3.7 Atividade das enzimas Na'/K'- ATPase (NKA) e H'- ATPase branquial

A atividade da NKA branquial ndo mostrou diferenca significativa entre os

grupos expostos a concentragdes do inseticida Dimilin® (Figural5).
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Figura 15. Atividade da enzima Na'/K' - ATPase nas branquias de Prochilodus
lineatus, expostos a concentragdes subletais de Dimlin® (00, 0,25, 0,5, 1,0 e 2,0 mg L'l)
durante 14 dias.

J4 a atividade da H" - ATPase demonstrou um aumento significativo no grupo

exposto a concentracio de 1,0 mg L' do inseticida Dimilin® em rela¢io ao grupo

controle (00 mg L™ (Figura 16).
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Figura 16. Atividade da H™ - ATPase nas branquias de Prochilodus lineatus, expostos a
concentragdes subletais de Dimlin® (00, 0,25, 0,5, 1,0 ¢ 2,0 mg L'l) durante 14 dias. (*)
Indica diferenca significativa em relacdo ao controle (00 mg L™).
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3.8 Atividade da enzima anidrase carbonica

A atividade da enzima anidrase carbonica demonstrou uma diminui¢do

significativa no grupo exposto a 2,0 mg L™ do inseticida Dimilin® em relag¢io ao grupo

controle (00 mg LY (F igura 17).
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Figura 17. Atividade da anidrase carbonica nas branquias de Prochilodus lineatus,
expostos a concentragdes subletais de Dimlin® (00, 0,25, 0,5, 1,0 e 2,0 mg L") durante
14 dias. (*) Indica diferenca significativa em relagio ao controle (00 mg L™).
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4 Discussao

A exposi¢do cronica a concentragdes subletais de Dimilin® evidenciou que esse
produto causa inimeras alteragdes morfologicas nas branquias, sangue e figado, sendo
esse efeito dose dependente, uma vez que foi observado um efeito dose-resposta que se
elevou com o aumento da concentragdo do produto na agua.

Todas as espécies de peixes tém uma taxa basal de formacao de células anormais
(SERIANE et al., 2011). Em P. lineatus, a frequéncia dessas anormalidades foi muito
baixa no grupo controle, mas aumentou significativamente em peixes expostos a 1 ¢ 2
mg L' de DFB, sugerindo que o DFB apresenta potencial genotoxico em concentragdes
mais altas nos grupos expostos esse produto durante 14 dias. Ferraro et al. (2009) ja
demonstrou o potencial genotoxico de outros pesticidas apds exposi¢do cronica em
estudos com Rhamdia quelem e Astyanax bimaculatus expostas ao Roundup® durante
15 dias, apresentaram frequéncia de Anormalidades nucleares eritrociticas (ANE) mais
alta que o grupo controle, enquanto que ndo houve diferenca significativa nos animais
que foram submetidos a exposi¢do aguda. Alteracdes nucleares podem refletir dano
genotdxico ocorrido durante o tempo equivalente ao do ciclo celular (RAMSDORF et
al., 2009) sendo que, na maioria das vezes, ¢ necessaria uma exposi¢ao mais longa para
que se possa acumular a substancia toxica no organismo até uma concentragdo capaz de
causar alteracdes (BEDOR et al., 2009).

Em mamiferos e aves, o DFB ¢ metabolizado através da hidroxilacao,
conjugacdo e clivagem dos grupos ureia (OPDYCKE et al., 1982) formando a 4-
cloroanilina que ¢ considerada como o Unico metabolito ou produto de degradag¢do do
DFB que merece cautela, pois demonstrou ser mutagénica em ratos (PRASAD, 1970).

Em P. lineatus expostos a DFB, o aumento de MN mostra o possivel efeito



52

mutangénico dessa substancia. MNs resultam de fragmentos de cromossomos que nao
migraram para os polos da célula durante a andfase e podem ser formados por apoptose,
inativagdo da formagao do fuso ou dano no cromossomo, devido a um agente quimico
ou fisico (AL-SABTI e METCALFE, 1995; HEDDLE et al., 1991).

A degradacdo do DFB pode gerar ERO que s3o neutralizados pelo sistema
antioxidante celular. Pereira-Maduenho e Martinez (2008) mostraram que durante a
exposi¢do aguda ao Dimilin®, ha ativag¢do do sistema de biotransformagao, via aumento
da atividade da glutationa-S-transferase, e do sistema antioxidante com aumento da
atividade da catalase. Entretanto o excesso da producdo de ERO pode resultar em
estresse oxidativo e ocorrer o aumento do LPO. O dano lipidico pode resultar também
em transtornos na permeabilidade, alteracdo do fluxo idnico, alteracdo da seletividade
de nutrientes e posteriormente, levando ao rompimento da membrana (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2000). No presente estudo, o aumento de LPO no figado indicou que
neste 0rgdo ocorreu estresse oxidativo, enquanto que nas branquias houve até uma
diminui¢do da concentragdo de LPO. Embora, as branquias sejam os primeiros 6rgaos
em contato com os xenobioticos e o principal local em que sdo absorvidos pelo animal,
esses Orgdos parecem ter menor sensibilidade a alguns xenobidticos, provavelmente
devido a rapida transferéncia do mesmo para o sangue (PAULINO et al., 2012;
SHIOGIRI et al., 2012). Entretanto, sendo o figado, o principal 6rgio de detoxificagao
do organismo, ¢ onde ocorre maior acimulo de substincias tdxicas cujo processo de
detoxificagdo pode gerar maior concentracdo de ERO e sobrepor a capacidade de
defesas antioxidantes do 6rgdo resultando em aumento de LPO (HEATH, 1995).

Em geral, as branquias respondem a presenga de xenobiodticos toxicos na agua
através das denominadas respostas de defesa que previnem a entrada da substincia no

organismo e/ou compensatdrias que possibilitam o aumento de uma determinada fun¢ao
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para sobrepor o efeito deletério do xenobidtico (CERQUEIRA e FERNANDES, 2002;
FERNANDES ¢ MAZON, 2003; FERNANDES et al., 2007; CRESTANI et al., 2007;
PAULINO et al., 2012; SHIOGIRI et al., 2012). As alteragdes histopatoldgicas como
hiperplasia e hipertrofia do epitélio lamelar, descolamento epitelial, fusdo parcial de
algumas lamelas e proliferagdo de células mucosa sdo exemplos de respostas de defesa,
pois aumentam a distancia entre o meio externo e o sangue, agindo como barreira para a
entrada de contaminantes na corrente sanguinea (HINTON e LAUREN, 1990;
POLEKSIC e MITROVIC-TUTUNDZIC, 1994; FERNANDES ¢ MAZON, 2003;
PAULINO et al., 2012; SHIOGIRI et al., 2012). a proliferacdo de células de cloreto ¢
uma resposta compensatoria para aumentar a absorcao de ions e manter a homeostase
i0nica e osmotica quando alterada pelo xenobiodtico (FERNANDES e MAZON, 2003).

Em P. lineatus expostos ao DFB, uma das alteragdes mais frequentes foi a
hiperplasia do epitélio lamelar, a qual pode progredir para uma fusdo lamelar, e essa
pode conduzir a uma notavel redu¢do da superficie respiratoria, pelo desaparecimento
das lamelas e consequentemente dificultar a troca de gases e outras fungdes das
branquias. A hiperplasia de células do epitélio lamelar e fusdo das lamelas podem ser
atribuidas como uma resposta secundaria ao poluente, uma vez que distancia entre a
agua e o sangue ¢ aumentada, dificultando a entrada do poluente na corrente sanguinea.
Em um estudo realizado por Paulino e colaboradores (2012), essa alteragdo foi
encontrada também em P. lineatus expostos a atrazina. Nesse mesmo trabalho, embora
pouco frequente, a fusdo lamelar ocorreu nos dois periodos de exposi¢ao (48 horas e 14
dias) nas concentrag¢des mais altas (10 pg.L™" e 25 pg.L™).

A proliferacdo das células de cloreto observada em P. lineatus sugere que o DFB
altera a regulacdo osmo-idnica mesmo em concentragdes baixas e consideradas

terapéuticas. Alteragdo osmo-idnica foi reportada por Madueno e Martinez (2008) em
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exemplares da mesma espécie expostos durante 96 h ao DFB, mas ndo durante
exposicao a 6 e 24 h.

A dilatag@o dos espacos sanguineos do sistema de células pilares pode conduzir
a um processo progressivo de histopatologias como congestdo sanguinea, aneurisma ¢ a
ruptura do epitélio branquial com consequente hemorragia, que dependendo da
intensidade, leva a uma reducdo da volemia e perda da capacidade de transporte de
gases e afeta o metabolismo aerobico (FERNANDES ¢ MAZON, 2003; PAULINO et
al., 2012). Em P. lineatus expostos ao DFB, as alteragdes vasculares foram poucas e a
presenga dessas histopatologias foi focal e provavelmente ndo interferiram de forma
muito acentuada no transporte de gases respiratorios.

Os danos observados nas branquias de P. lineatus devido a exposicao ao
Dimilin®, sua distribuicdo e gravidade das lesdes nesses 6rgaos dado pelos indices
VMA e IAH indicam que o DFB causa alteragdes branquiais leves a severas
dependendo da concentragio de exposicio (leves a moderadas - exposi¢io a 1 mg L™
DFB e moderadas a severas - exposi¢do a 2 mg L' DFB), em sua maioria reversivel e
de possivel reparo; entretanto se a exposi¢do for mais longa pode ocorrer uma
progressdo dessas alteracdes e as fungdes podem ser afetadas. A branquia ¢ o 6rgao de
trocas gasosas em peixes e tem papel importante na regulacdo osmo-idnica, equilibrio
acido-base e excrecao de produtos nitrogenados (MEYERS e HENDRICKS, 1985;
FERNANDES et al. 2007). Alteracdes estruturais nesse Orgdo podem levar ao
desequilibrio dessas funcdes.

O figado ¢ um oOrgdo central, com intimeras fun¢des vitais do metabolismo
basico dos vertebrados (ARIAS et al., 1998; GINGERICH e DALICH, 1982), dentre as
quais se inclui a capacidade de acumulagao, biotransformagao e excre¢do de compostos

xenobidticos (MEYERS e HENDRICKS, 1985). O figado dos peixes ¢ especialmente
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susceptivel a agdo de produtos quimicos devido a lentiddo do fluxo sanguineo em
relagdo ao débito cardiaco. Além disso, o fluxo biliar ¢ cerca de 50 vezes mais lento que
o de mamiferos, tornando mais vagarosa a depuragdo de produtos toxicos
(GINGERICH, 1982).

Dessa forma, os hepatocitos podem ser considerados o alvo de substincias
toxicas, o que caracteriza o figado como um 6rgao biomarcador da polui¢do ambiental
(ZELIKOFF, 1998). Em um figado saudavel, geralmente pode-se observar hepatocitos
arranjados em corddes, podendo ou nao apresentar vacuolizagdo, nicleo com pequena
variagdo do diametro e condensacdo de cromatina (ZELIKOFF, 1998). Embora o
citoplasma dos hepatocitos possa apresentar variados aspectos, inclusive vacuolizag@o
dependendo do estado nutricional do individuo (RIGOLIN-SA, 1998) no caso do
presente experimento os animais foram alimentados ad /ibitum. Quando este se encontra
bem alimentado, os hepatdcitos armazenam quantidades significativas de glicogénio e
processam grande quantidade de lipidios.

Em P. lineatus expostos ao DFB a presenca de hepatdcitos com granulagdes
densas e vacuolizacdo citoplasmatica foi frequente. As vacuolizagdes citopldsmaticas
podem indicar a existéncia de regides com provavel concentracdo de lipidios
(TAKASHIMA e HIBIYA, 1995), ou a combinacdo de agentes toxicos com os lipidios
intracitoplasmaticos (RODRIGUES, 1998). O actimulo de lipidios ¢ a diminui¢dao do
glicogénio podem prejudicar as atividades metabdlicas desempenhadas pelos
hepatocitos. Além disso, a presenga de nucleos picnéticos progredindo para uma
caridlise, focos de degeneracado, células leucocitarias no interior de sinusoides sugerem
a ocorréncia de um possivel processo inflamatorio.

Neste estudo, as alteragdes observadas no tecido hepatico de P. lineatus foram

semelhantes aquelas verificadas por outros pesquisadores no figado de varias espécies
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de peixes expostas a diferentes agentes toxicos, como por exemplo, em Brachydanio
rerio expostos a concentragdes subletais de DDT (SALEH, 1982; RODRIGUES, 1994)
em Piaractus mesopotamicus expostos ao Roundup® Ready (SHIOGIRI et al., 2012).

Entretanto, P. lineatus expostos a 25 mg L™ de DFB durante 96 h apresentaram
predominantemente hipertrofia celular e nuclear, degeneracdo citoplasmatica e nuclear e
estagnagdo biliar e alteracdes moderadas a severas que podem afetar a fungdo do 6rgdo
embora reversiveis se ocorrer a remo¢do da substancia toxica da agua (PEREIRA
MADUENHO ¢ MARTINEZ, 2008). A hipertrofia celular e nuclear pode indicar uma
intensa atividade metabolica dos hepatocitos e pode ser considerada uma resposta ao
estresse, porém, de acordo com TAKASHIMA e HIBIYA (1995) ndo compromete o
funcionamento normal do 6rgdo.

Em geral, as alteragdes observadas no figado de P. lineatus nao sao consideradas
pesticidas especificas, mas sdo geralmente associadas como uma resposta dos
hepatdcitos a substancia toxica (VAN DYK et al., 2007). O aumento da atividade de
Glutationa-S-transferase, enzima de detoxificagdo de fase II e da catalase, enzima
antioxidante em P. lineatus apds 96 h de exposi¢io a 25 mg L™ de DFB evidencia
aumento de atividade dos hepatdocitos (MADUENHO e MARTINEZ, 2008), que pode
ter ocorrido também no presente estudo.

A ocorréncia de distarbios osmorregulatorios e respiratorios, ¢ causada pela
exposicdo a um ou mais fatores de estresse, sejam eles, agudos ou cronicos, naturais ou
xenobidticos, e podem ser identificados através de determinac¢des dos ions plasmaticos
(WINKALER et al., 2001; BARCELLOS et al., 2004; CAMARGO ¢ MARTINEZ,
2006; CRESTANI et al., 2007). Distarbios nas concentra¢des dos ions Na', K™ e CI
podem indicar alteracdes no processo de hiper-regulacdo em peixes de agua doce

(WENDELAAR BONGA, 1997). A redugdo da concentracdo de Cl” no plasma de P.
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lineatus expostos ao DFB, pode ter ocorrido devido a reducdo na capacidade de
absor¢do pelas branquias, devido a inibi¢do da anidrase carbonica. A anidrase
carbonica ¢ uma enzima citosélica que cataliza a hidratagdo do CO, produzindo H' e
HCOj5  para o transporte de ions e funcionalmente esta acoplada a excre¢do de CO, que
proporciona a regulacdo ionica e o equilibrio acido-base (GILMOUR, 2012). A inibi¢ao
da anidrase carbonica, em geral, resulta em redugdo do influxo de Na' e CI” devido a
reducdo do gradiente quimico transmembrana para os trocadores Na'/H™ (NH,") e CI
/HCOj alterando o balango i6nico (MAETZ, 1971). Inimeros agroquimicos inibem a
atividade da anidrase carbonica, in vitro e in vivo, exibindo dose dependéncia
(CEYHUN et al., 2010). Contudo, alguns estudos mostram que o transporte de Na" nio
esta diretamente relacionado a inibi¢do da anidrase carbonica segundo Boisen et al.
(2003). Devido a participacdo na excrecdo de CO,, a inibi¢do da anidrase carbdnica
branquial, pode gerar nos peixes um quadro de desequilibrio respiratorio, que resulta em
acidose metabolica (HENRY et al., 1988; RANDALL ¢ BRAUNER, 1998; HENRY ¢
SWENSON, 2000; PERRY e GILMOUR, 2012).

Alteracdes na atividade da enzima Na'/K'™ - ATPase, por exemplo, tem sido
considerada como uma das principais causas dos prejuizos hidro-eletroliticos em
Oncorhynchus mykiss expostos a chumbo (ROGERS et al., 2003) e em Prochilodus
scrofa expostos a cobre (CERQUEIRA e FERNANDES, 2002). O mesmo pode ocorrer
com a atividade da H'-ATPase. No presente estudo a atividade da Na'/K'-ATPase nao
diferiu significativamente em relagdo ao grupo controle, o0 mesmo fato ocorreu em um
trabalho de Paulino e colaboradores (2012), em P. /ineatus expostos a atrazina. Porém a
atividade da H'-ATPase aumentou significativamente no grupo exposto a 1,0 mg L' de

Dimilin®.
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A atividade da Na'/K'-ATPase, distribuida no sistema tubular formado pela
membrana basolateral das células de cloreto, gera uma forga eletroquimica para a
absor¢io de Na', via trocador Na'/H" (NH;) (HWANG e LEE, 2007) sendo
responsavel pela manutencdo de um gradiente de Na" ¢ K" através da membrana da
célula. Em peixes de dgua doce, a H'-ATPase (tipo V), localizada na superficie apical
da membrana das células pavimentosas e cloreto, facilita a absor¢ao transepitelial de
Na', via canais de Na' independente da atividade da anidrase carbonica (LIN e
RANDALL, 1993; WILSON et al. 2000, KIRSCHNER, 2004)

A proliferacdo de células cloreto, encontrada na histopatologia das branquias,
evidenciou uma resposta morfoldgica compensatdria para aumentar a absorc¢ao de ions e
manter a homeostase plasmatica. Respostas compensatérias geralmente ocorrem para
restaurar ou manter uma dada fun¢do branquial para sobrepor um efeito deletério
causado por xenobioticos (FERNANDES e MAZON, 2003, FERNANDES et al., 2007,
CRESTANI et al., 2007; PAULINO et al., 2012). Contudo, o desequilibrio i6nico
ocorreu ap6s 14 dias de exposi¢do em concentragdes de DFB consideradas terapéuticas
para eliminacgdo de parasitas em aquicultura, situagdo que pode ser um risco para peixes
que vivem em ambientes aquaticos continuamente contaminados com DFB.

Tais situagdes geram estresse € aumento na taxa metabdlica dos peixes
(CAMARGO e MARTINEZ, 2007; CRAFFORD e AVENANT-OLDEWAGE, 2010).
Com as taxas metabdlicas elevadas, aumenta também a sensibilidade do organismo,
facilitando a incorporacdo de contaminantes, por exemplo, através do aumento na
permeabilidade branquial (WENDELAAR BONGA, 1997; CERQUEIRA e
FERNANDES, 2002; CAMARGO ¢ MARTINEZ, 2006; CRAFFORD ¢ AVENANT-

OLDEWAGE, 2010).
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Conclusao

O inseticida Dimilin® (composto ativo: Diflubenzuron 25% - Chemtura)
apresenta potencial toxicologico para a espécie Prochilodus lineatus, causando
alteracdes em sua fisiologia e morfologia das células, tanto no sangue quanto nas
branquias e figado. Essas alteragdes mostraram um efeito dose-resposta, indicando que
a espécie avaliada ¢ um 6timo bioindicador, podendo ser utilizada como sentinela em

estudos toxicologicos e avaliagdes ambientais.

Consideracoes Finais

E importante ressaltar que espécie Prochilodus lineatus é muito utilizada para
consumo humano, por isso, deve-se dar atengdo devida a utilizacdo desse produto em
peixes de cultivo, pois pode apresentar potencial toxicoldogico também para os
consumidores, uma vez que o produto pode estar acumulado no corpo desses animais.
Portanto, estudos que mostrem a capacidade de bioacumulacdo do Diflubenzuron em
peixes, serdo muito importantes para avaliar o real potencial toxicologico desse produto

dentro da cadeia alimentar.
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