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Resumo

SILVA, A. L. N. Pardmetros hematoldgicos e histoldgicos do figado em pacu Piaractus
mesopotamicus tratados com diflubenzuron. Ano 2017. 44f. Dissertacdo (Mestrado) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul, Campo Grande, MS, 2017.

A piscicultura continental brasileira € um dos setores de producdo que mais cresce no pais, e
atrelado a este crescimento, técnicas e manejos sdo desenvolvidos visando melhorar o
desempenho dos animais e valorizagéo do produto final. O emprego de pesticidas vem sendo
utilizado no controle de ectoparasitos de peixes, porem o conhecimento sobre os efeitos e
acles dos quimioterapicos no organismo e no meio ambiente sdo escassos. Neste contexto,
objetivou-se avaliar o perfil hematologico e alteracdes histologicas no figado de Piaractus
mesopotamicus expostos ao pesticida Diflubenzuron (DFB), na concentragdo de 70 mg L™ por
meio de banho de imersdo, em diferentes periodos. Os P. mesopotamicus foram sujeitos a trés
periodos de exposigdo: 30, 60 e 120 minutos, com objetivo de verificar o efeito toxico do
produto em cada tratamento. Para avaliacdo dos pardmetros hematoldgicos foi realizado
eritrograma, leucograma e célculos dos indices hematimétricos, e os achados histologicos
foram classificados conforme a gravidade e a intensidade das lesdes. Os exemplares expostos
por 30 minutos apresentaram reducdo na hemoglobina e concentracdo de hemoglobina
corpuscular média e foi observado aumento significativo (P<0,05) no namero de leucocitos
totais em pacus expostos por 60 minutos ao diflubenzuron, quando comparados ao grupo
controle. O estudo histologico revelou alteragdes no tecido hepatico dos animais expostos ao
DFB. Apds o0s ensaios 0s peixes apresentaram alteracbes regressivas, circulatério e
inflamatdrio, como vacuolizacdo dos hepatocitos, degeneracao hidrdpica difusa, presenca de
infiltrado inflamatorio, congestdo e ndcleos picndticos em algumas amostras. Os resultados
indicaram que o Xxenobidtico € pouco toxico para a espécie, mesmo com alteracdes nos
parametros hematoldgicos e no tecido hepatico apds exposicao aguda ao diflubenzuron.

Palavras - chave: Efeitos toxicos, toxicologia, xenobioticos.



Abstract

SILVA, A. L. N. Hematological parameters and histological of liver in pacu Piaractus
mesopotamicus treated with diflubenzuron. Ano 2017. 44f. Dissertacdo (Mestrado) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul, Campo Grande, MS, 2017.

The brazilian continental fish farming is one of the fastest growing productive sector in the
country, and coupled to this growth, and management techniques are developed to improve
the performance of fishes and value of the final product. The application of pesticides has
been used in the control of ectoparasites of fish, however the knowledge about the effects and
actions of chemotherapeutic drugs in the body and in the environment are scarce. In this
context, the objective of this study to evaluate haematological profile and histological changes
in the liver of Piaractus mesopotamicus exposed to the pesticide Diflubenzuron (DFB), in
concentration of 70 mg L™ through bath, in different periods. The P. mesopotamicus were
subject three periods of exposure: 30, 60 and 120 minutes, in order to check the toxic effect of
the product on each treatment. For evaluation of hematologic parameters was performed
erythrogram, white bloods cells (WBC) and calculations of hematimetric parameters, and the
histological findings were classified according to the severity and intensity of the lesions. The
specimens exposed for 30 minutes showed reduction in hemoglobin and mean corpuscular
hemoglobin concentration, and it was observed significant increase (P<0,05) in the number of
total leukocytes in pacus exposed for 60 minutes of diflubenzuron, when compared to the
control group. The histological study revealed severe changes in the liver tissue of animals
exposed to the DFB. After the tests the fish showed regressive , circulatory and inflammatory
changes, as vacuolization of hepatocytes, hydropic degeneration diffuse, presence of focal
inflammatory infiltrate, congestion and picnotic nuclei in some samples. The results indicate
that the xenobiotic is not very toxic to the species, even with changes in the hematological
parameters and in the hepatic tissue after acute exposure to diflubenzuron.

Keywords: Toxic effects, toxicology, xenobiotics.
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1. INTRODUCAO

O pacu é uma das espécies mais frequentes na producdo de peixes continentais,
produzido em cerca de 80% dos sistemas de producdo comercial em todos os estados
brasileiros (LOPES et al. 2006). Entre as espécies tropicais cultivadas, o Pacu (Piaractus
mesopotamicus) surge como produto de grande potencial para as pisciculturas devido ao facil
manuseio da espécie, a taxa de crescimento satisfatorio e a grande aceitacdo pelo consumidor
(JOMORI et al., 2003).

No Brasil ndo existe regulamentacdes especificas para uso de inseticidas no tratamento
de peixes cultivados, segundo Guimardes et al. (2007) o uso de produtos quimicos representa
uma alternativa para reduzir os prejuizos econémicos associados a epidemias frequentes nas
pisciculturas continentais. Entretanto, as complexidades dos sistemas intensivos dificultam a
avaliacdo dos efeitos causados pelo uso de pesticidas agricolas, e quando usadas em
tratamento de doencas de peixes s&o um risco para 0 homem e ao meio ambiente (LOPES et
al., 2006; MABILIA et al., 2008).

O diflubenzuron (DFB) pertencente ao grupo quimico benzoiluréia, sobre a formula de
1-(4-chlorophenyl)-3-(2,6-difluorobenzoyl)urea (WEXLER, 2000), consiste em um
praguicida derivado da ureia que atua como inibidor de enzimas responsaveis pela ecdise,
impedindo a sintese de quitina do exoesqueleto dos artropodes (MULLA & DARWAZETH,
1979). Mesmo sendo um pesticida agricola, o diflubenzuron tem sido utilizado no controle de
ectoparasitas nas pisciculturas continentais em diversas regides do pais (ESTEVES &
ISHIKAWA, 2006; MABILIA et al., 2008; LUVIZOTTO-SANTOS et al., 2009). A auséncia
de padronizacdo ou recomendacdo de inseticidas na piscicultura contribui para que ocorra o
aumento dos niveis do xenobidticos no ambiente, de maneira geral o diflubenzuron pode
comprometer a qualidade de agua, colocar em risco a salde dos peixes, crustaceos e insetos
presentes na biota aquatica (MADUENHO; MENDES & MARTINEZ, 2008; SILVEIRA et
al., 2009).

A variagdo nos efeitos toxicos dos pesticidas relacionado as concentracdes e as
espécies tratadas, impulsionam estudos laboratoriais com espécies nativas na busca de
maximizar a producdo por meio de testes que fornecem condi¢fes adequadas e controladas,
fundamentais para a regulamentacéo e classificagdo quanto ao potencial toxico do produto
qguimico (BEERLI et al., 2004; HENARES et al., 2007; VELMURUGAN et al., 2007). Neste
contexto, apesar da toxicidade do diflubenzuron ser baixa segundo dados da Pesticide Action

Network North America (PANNA), véarios ensaios laboratoriais demonstraram que o
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diflubenzuron é toxico para os peixes (KREUTZ et al., 2008; MADUENHO & MARTINEZ,
2008; LUVIZOTTO-SANTOS et al., 2009; LANGFORD, 2014). Todavia, alguns estudos
testando a eficacia do diflubenzuron no controle parasitario, descrevem efeitos ndo nocivos
em peixes tratados (MABILIA & SOUZA, 2006; PELLI et al., 2008; ZAIDI & SOLTANI,
2013).

Foram relatados efeitos cancerigenos em animais que apresentaram residuos de p-
cloroanilina (PCA) no organismo ap0s exposicdo ao DFB, porem segundo FAO (2001) os
resultados sdo insuficientes para estimar a toxicidade do metabolito. Com isso necessita-se de
mais estudos toxicoldgicos para compreender os efeitos toxicos do diflubenzuron e a resposta
do organismo na presenca do contaminante.

O conhecimento da resposta hematoldgica é imprescindivel para que o pesquisador
consiga compreender as acBes de defesa organica animal, e desenvolver estratégias para
profilaxia de enfermidades na aquicultura (COSTA et al., 2014). A andlise do perfil
hematoldgico associado as respostas histopatoldgicas sdo ferramentas Uteis e sensiveis para
diagnosticar os efeitos tdxicos que afetam os animais, diretamente ou indiretamente,
auxiliando na compreensdo profunda de uma determinada situacdo patologica. Em testes
toxicoldgicos, os pardmetros hematolégicos podem servir como biomarcadores no
monitoramento do bem estar dos peixes, sendo utilizados como ferramenta para o diagnostico
de estresse, intoxicacdo por produtos quimicos presentes no ambiente ou a presenca de
agentes infecciosos (SILVA et al., 2012).

A histologia gera dados sobre lesdes em niveis teciduais, considerando o metabolismo
normal dos animais e suas respectivas adaptacdes a diferentes alteracdes ambientais. Com
isso, a escolha dos 6rgdos que serdo avaliados é crucial para a relevancia dos dados, sendo
recomendados 6rgdos de contato direto com o produto quimico, como as branquias e 6rgados
responsaveis pelo metabolismo, biotransformacéo e excrecdo de xenobidticos, como o figado
e rim (LINS et al., 2010).

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos toxicos do tratamento quimico
utilizando diflubenzuron na concentracdo de 70 mg L™ em diferentes tempos de exposicdo,
por meio de banhos de imersdo. Foram investigados os efeitos do diflubenzuron sobre as
variaveis hematologicas e histoldgicas do figado em P. mesopotamicus em diferentes tempos

de exposicéo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2. 1. Pacu (Piaractus mesopotamicus)

O pacu (Figura 1) foi utilizado para este estudo por ser uma das espécies mais
frequentes na produgdo de peixes continentais, produzido em cerca de 80% dos sistemas de
producdo comercial em todos os estados brasileiros (LOPES et al. 2006). A espécie também
se destaca no mercado externo, sendo um dos peixes mais exportados da aquicultura
continental no Brasil, com os Estados Unidos, Tailandia, Espanha, Coreia do Sul e China
sendo seus principais destinos (SEBRAE, 2015).

E uma espécie de Characidae de interesse aquicola, onivoro, reofilico e que apresenta
técnicas de cultivo consolidados para producdo regional (INOUE et al.,, 2003). Sua
alimentacdo baseia-se em frutas, crustaceos, insetos e zooplancton, com maturidade sexual de
3 a 4 anos, facil adaptacéo a racdes artificiais e tolerancia a oxigénio dissolvido a 4,0 mg L™ e
pH entre 6 e 7 (BEERLI & LOGATO, 1999).

Figura 1. Pacu (Piaractus mesopotamicus). Fonte: http://gopantanal.com.br/img/peixe/pacu.jpg

O Pacu surge como produto de grande potencial para as pisciculturas devido ao facil
manuseio da espécie, a taxa de crescimento satisfatorio, a grande aceitacdo pelo consumidor e
alto valor comercial (JOMORI et al., 2003; URBINATI & GONCALVEZ, 2005). E uma das
espécies mais estudadas no Brasil, adaptados a dguas tropicais, encontrados principalmente na
bacia do Prata e cultivados principalmente nos estados de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul
(OSTRENSKY et al. 2008).

Possui corpo acinzentado, pigmentacdo mais escura na regido dorsal, clareando em

direcdo ventral, nadadeiras peitorais e dorsais escuras nas bordas, nadadeiras pélvicas, anal e
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caudal as vezes alaranjada ou esbranquigada, dependendo da fase da vida. Apresenta boca
terminal com duas fileiras de denticdo prdpria para mastigar e triturar, escamas pequenas,
cabeca relativamente pequena e corpo alto com formato orbicular (BAUMGARTNER et al.
2012).

As células de defesa organica identificadas e caracterizadas por Tavares-Dias et al.
(1999) foram linfdcitos, neutrdfilos, mondcitos, trombdcitos e células granulociticas especiais
(CGE). Os mesmaos autores observaram linfocitos, neutrofilos e mondcitos como células mais
frequentes no leucograma, distribuidas nas laminas sanguineas de P. mesopotamicus. Para a
espécie, os parametros hematoldgicos apresentaram correlacdo para os valores da série
vermelha, os eritrdcitos apresentaram correlagcdo positiva com a taxa de hemoglobina (Hb), e
correlagdo negativa com volume corpuscular média (VCM). O hematocrito (Htc) foi
negativamente correlacionado com a concentracdo de hemoglobina corpuscular médio
(CHCM), assim como VCM, apresentou correlacdo negativa com o CHCM (TAVARES-
DIAS et al., 1999).

2.1.1. Pacu como bioindicador

Os peixes sdo considerados excelentes bioindicadores, devido a sua sensibilidade a
mudancas fisicas e quimicas da agua. Sdo animais realizam a troca gasosa através das
branquias necessitando de constante fluxo de agua durante o dia, e o contato direto com a
agua do meio surge como porta de entrada para xenobidticos e parasitos, devido a esse

mecanismo 0s peixes tornam mais susceptiveis a agentes quimicos e patogénicos.

A utilizacdo de peixes como bioindicadores é preconizada durante avaliacdo da
toxicidade de diversos poluentes, Abdel-Khalek et al. (2016) registrou degeneracdo celular,
necrose, presenca de infiltrados de células sanguineas no figado, fusdo lamelar, hiperplasia,
necrose, congestao nas branquias e hiperplasia glomerular, degeneracao celular e expansao do

espaco de Bowman nos rins de peixes expostos a um ambiente contaminado.

Em caso de contaminagdo em ambientes aquaticos, os testes de toxicidade da maioria
dos produtos quimicos foram realizados com invertebrados ou peixes de clima temperado,
como a truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), sendo registrados poucos dados sobre os
efeitos dos contaminantes em espécies nativas brasileiras, bastante cultivadas e valorizadas no

mercado (MOURA et al., 2008). Segundo Rodrigues et al. (2010) os peixes no topo da cadeia
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alimentar sdo amplamente utilizados como bioindicadores de contaminagdo ambiental em
ecossistemas aquético. Neste contexto, considera-se importante a utilizacdo de espécies de
producdo como o P. mesopotamicus em estudos toxicoldgicos, testando os efeitos dos
produtos quimicos e tratamentos convencionais administrados rotineiramente em pisciculturas

comerciais.

Para a padronizacédo e identificacdo do pacu como excelente bioindicador ambiental,
0s exemplares testados devem apresentar respostas bem caracterizadas que levem em conta a
farmacodindmica, as propriedades fisico-quimicas do organismo e 0 agente patologico
estudado, respectivamente, assim como sua eficiéncia e possiveis efeitos negativos

ocasionados pela alteragdo do meio ambiente (NASCIMENTO et al., 2006).

2. 2. Agrotoxicos na Piscicultura

O uso de sistemas intensivos na aquicultura continental tem impulsionado a busca por
novas tecnologias e alternativas que aumentem a receita do produtor. Essa constante procura e
necessidade de novas tecnologias pode, consequentemente, mascarar 0s impactos negativos
causados por essas inovagdes (PORTO & SOARES, 2012).

No Brasil ndo existe regulamentacdes especificas para uso de inseticidas no tratamento
de peixes cultivados, segundo Guimardes et al. (2007) o uso de produtos quimicos representa
uma alternativa para reduzir os prejuizos econdmicos associados a epidemias. Alguns
pesticidas sdo aplicados diretamente em corpos d’ dgua para o controle de pragas e vetores.
Além dos tratamentos realizados nas pisciculturas, o fornecimento de agua através dos rios
proximo a éareas agricolas e industriais torna a criagdo de peixe mais susceptivel a
contaminagdo (VELMURUGAN et al. 2007; MOSTAKIM et al. 2015).

As informacbes relativas ao destino de produtos quimicos empregados nas
pisciculturas sdo escassas. O descarte inadequado de residuos de agrotdxicos € uma
preocupacdo constante em relacdo a atividade agricola, pois contribui para a contaminacao
das aguas superficiais e subterraneas (RANGEL et al., 2011). O uso de pesticidas ndo
regulamentados para o controle de parasitos e a comercializagdo de peixes cultivados sem
inspecdo surge também como potencial risco de seguranca alimentar (LUVIZOTTO-
SANTOS et al., 2009).
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Os peixes parasitados, que apresentam sintomas como perda do equilibrio, natagdo
erratica, lesGes e hemorragias no corpo, dificilmente se recuperam apos tratamentos quimicos.
Neste contexto, procedimentos profilaticos deve ser prioridade, visto que a administracdo de
pesticidas podem gerar consequéncias para 0 peixe, meio ambiente e a saude do consumidor
(MARTINS, 2004).

Os xenobidticos sdo compostos quimicos sintéticos presentes em pesticidas,
inseticidas e agrotdxicos, que em excesso ou exposicdo por periodo prolongado, podem ser
toxicos e ocasionar efeitos danosos aos seres vivos. Dependendo de sua concentragdo, oS
agrotoxicos podem ser absorvidos pelos peixes, através da exposicdo a agua ou alimentos
contaminados e deposita-los na carcaca (MOURA et al., 2008). O mesmo autor afirma que a
capacidade de bioacumulacdo interligada ao consumo de peixes contaminados e 0 UusO
indiscriminado de agrotoxico pelo homem, pode ser caracterizado como mais um problema de

salde publica.

Os agrotoxicos ao cumprirem seu papel de proteger as culturas agricolas das pragas,
doencas e plantas daninhas, podem gerar também respostas adversas a organismos ndo alvos.
O uso frequente e de forma inadequada de agrotdxicos oferecem riscos de contaminagdo nos
solos agricolas, dos corpos d"agua e dos alimentos, consequentemente, efeitos negativos em
organismos terrestres, aquaticos e intoxicacdo humana pelo consumo de agua e alimentos
contaminados (SPADOTTO et al., 2004).

Em vista as possiveis respostas causadas pela utilizacdo indiscriminada de inseticidas
agricolas, é preciso criar manejos que minimizem seus efeitos indesejaveis (RANGEL et al.,
2011). Nenhuma substancia quimica €é totalmente segura ou totalmente danosa, seu efeito esta
relacionado com a sua concentracdo no meio e seu tempo de permanéncia ou tempo de
exposicao sobre o organismo (MONTANHA & PIMPAOQ, 2012). O Brasil necessita de novas
medidas regulatorias para o uso de agrotoxicos e iniciativas que avaliem os riscos ambientais,
medida fundamental para alcancar sustentabilidade no meio rural (GOMES & BARIZON,
2014).

O Brasil se destaca no cenario mundial de consumo de agrotéxico. Segundo os dados
do Instituto Brasileiro de Geografia Estatistica (IBGE), em 2008 o mercado de agrotoxico
movimentou mais do dobro em relagcéo ao ano de 2003, hoje se tornou 0 maior consumidor de
agrotoxico no mundo, representando 86% do consumo total na América Latina (IBGE, 2010).

Os agrotoxicos apresentaram diversas mudancas em sua composi¢do conforme o passar dos
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anos. Originalmente, os compostos eram estaticos, possuiam baixa solubilidade e tinham um
forte poder de adesdo ao solo. Na busca por inovagoes tecnoldgicas e eficiéncia na produgéo
agricola, os produtos passaram a ser mais solivel em agua, mais volatil e apresentar baixa
capacidade de adesdo (VEIGA et al., 2006). Os mesmos autores citam que esses avancos
tecnoldgicos criaram pesticidas cada vez mais toxicos, persistentes e eficientes para combater
as pragas, entretanto, as novas caracteristicas quimicas dos pesticidas aumentaram e

prolongaram seu potencial nocivo no meio ambiente.

Neste cenario, a preocupacao dos profissionais da saude publica com contaminagéo
dos sistemas hidricos por xenobidticos tornou-se crescente. E devido ao consumo de
agrotoxicos, houve a formacdo de uma consciéncia cientifica sobre as possiveis
consequéncias do uso indiscriminado de praguicidas, levantando a hipdtese de que a
utilizacdo de agrotdxicos, em certos casos, podem gerar impactos a salde humana e ao meio
ambiente, maiores do que os beneficios associados aos seus ganhos de produtividade
(TOMITA & BEYRUTH, 2002).

A visibilidade dos impactos gerados por agentes quimicos € importante para a
viabilizacdo das politicas publicas que fomentem a producdo sustentavel, o consumo
consciente e saudavel de alimentos dentro dos principios da legalidade e preservacao
ambiental (PORTO & SOARES, 2012).

O comportamento dos agrotoxicos no meio ambiente, apOs sua utilizacdo, é
determinado por diferentes processos fisicos, quimicos, fisico-quimicos e bioldgicos. Entre
esses processos, sdo conhecidos a retencdo, transformacdo e o transporte, definindo por
interacdo desses processos o destino ambiental dos agrotoxicos e sua persisténcia no meio
ambiente (SPADOTTO et al., 2004). A interacdo entre esses processos também indica a
capacidade de acimulo dos compostos quimicos nos érgaos, alguns produtos quimicos podem
ser encontrados apenas em niveis baixos em varios tecidos, enquanto outros podem acumular
concentracgdes significativas (SPACIE & HAMELINK, 1985).

Uma das primeiras preocupacGes no momento da implementacdo de uma piscicultura
ou sistemas de tanque-rede em areas fluviais é a qualidade da agua e a presenca de fontes de
contaminagdo proximas a estacdo. Os peixes possuem brénquias projetadas para a eficiente
troca de oxigénio e outras moléculas essenciais, que o torna principal 6rgao de respiracdo dos
peixes. Infelizmente, os mesmos projetos fisiologicos que fazem tdo bem sucedida a vida

aquatica também levam a absorcdo constante de muitos produtos quimicos ndo essenciais,
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como metais pesados, toxinas e pesticidas. Assim, 0s organismos aquaticos sdo capazes de
absorver e acumular uma variedade de produtos quimicos do ambiente (SPACIE &
HAMELINK, 1985).

Entre os pesticidas agricolas mais empregados para controle de doengas em peixes é 0
diflubenzuron, conhecido pela sua acdo rapida e eficiente no combate a Dolops carvalhoi
(Argulus), Lernaea cyprinacea (Lernea), também comumente utilizado na erradicacdo de
larvas de mosquitos do género Aedes em regides urbanizadas e no controle de Haematobia
irritans (Moscas-do-chifre) na pecuaria (ESTEVES & ISHIKAWA, 2006; MABILIA &
SOUZA, 2006; LUVIZOTTO et al., 2009; SCHALCH et al., 2009; PORTO et al., 2012).

2. 3. Diflubenzuron

O diflubenzuron (DFB) consiste em um praguicida derivado da ureia que atua como
inibidor de enzimas responsaveis pela ecdise, impedindo a sintese de quitina do exoesqueleto
dos artropodes (MULLA & DARWAZEH, 1976). Pertence ao grupo quimico benzoiluréia,
sobre a formula de 1-(4-chlorophenyl)-3-(2,6-difluorobenzoyl)urea observada na Figura 2
(WEXLER, 2000). Sua fase de acdo acontece ap6s a ingestdo do composto, que leva a
inibicdo e decomposi¢do da quitina nas fases imaturas dos ectoparasitas, dificultando a
formacéo de nova populacdo de parasitos (ROMEO et al., 2009).

Cl
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Figura 2. Férmula quimica do composto Diflubenzuron (C14HsCIF,N,O,). Fonte: www.trc-canada.com

Mesmo sendo um pesticida agricola, o DFB tem sido utilizado no controle de
ectoparasitas nas pisciculturas continentais (MABILIA et al., 2008). O uso constante do
produto pode comprometer a qualidade da &gua e colocar em risco crustaceos e insetos
presente na biota aquatica (MADUENHO; MENDES & MARTINEZ, 2007).
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Apesar da toxicidade do diflubenzuron ser baixa segundo dados da Pesticide Action
Network North America (PANNA), Vérios ensaios laboratoriais demonstraram que o DFB ¢
toxico para os peixes (KREUTZ et al.,, 2008; MADUENHO & MARTINEZ, 2008;
LUVIZOTTO-SANTOS, 2009; LANGFORD, 2014). Todavia, alguns estudos testando a
eficacia do diflubenzuron no controle parasitario, descrevem efeitos ndo nocivos em peixes
tratados (MABILIA & SOUZA, 2006; PELLI et al., 2008; ZAIDI & SOLTANI, 2013). Deste
modo, os efeitos toxicos dos pesticidas em geral podem variar conforme as concentracées e as

espécies tratadas.

Ap0s trés dias de tratamento com diflubenzuron, é possivel identificar melhoras nas
condicBes de salde dos peixes quando alimentados com ragdo contendo o pesticida
(SCHALCH, 2006). O mesmo autor afirma que mesmo com a eficiéncia no combate a
parasitos, este inseticida deve ser administrado com cautela, pois ndo existe legislacdo no
Brasil para 0 uso de pesticidas em peixes ou outros organismos aquaticos e seus eventuais
impactos a0 meio ambiente. Em vista a esse cenério, o tratamento com antiparasitarios ndo
registrados para piscicultura possivelmente deve ser realizado em quarentenarios e respeitar o

tempo de caréncia em peixes de producdo destinado ao consumo.

E dificil estimar com precisio o impacto do diflubenzuron sobre os organismos
aquaticos justamente por existir uma variabilidade de fatores que atuam na determinacdo da
sua meia vida, considerando as particularidades de cada meio ambiente (MABILIA &
SOUZA, 2006). Sabe-se que na proliferacdo de parasitos em sistemas aquicolas implica a
utilizacdo de produtos quimicos, e embora os efeitos do uso inadequado de pesticidas possam
gerar problemas ambientais, Schalch et al. (2005) recomenda o uso parcimonioso e fora do
ambiente de cria¢do, assim como praticas que evitam a entrada tanto de drogas quanto

parasitos em ambientes proximos as pisciculturas.

Durante o tratamento antiparasitario, além da possivel intoxicacdo e contaminacao dos
peixes as pisciculturas que otimizam sua producdo atraves de sistemas intensivos como
tanques-rede, geralmente estdo localizadas em regibes onde sdo despejados residuos
industriais e agricolas (SAMUELSEN et al., 2014). A intoxicacdo de peixes comerciais pode
ser direta, por meio de manejo na estacdo ou indireta através da producdo de pescado em
zonas contaminadas. Novos estudos sdo realizados para definir os efeitos e 0 perigo que o

diflubenzuron pode exercer sobre a populacdo exposta (BARATA-SILVA et al., 2015).
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A acdo toxica do inseticida foi observada também em humanos através de relatos de
caso, encontrando correlagdo na fibrose pulmonar e pneumonia por hipersensibilidade em
individuos expostos ao agente toxico, estes resultados indicam discrepancia nos efeitos
toxicos do composto, podendo variar desde intoxicacdo por exposicdo a simples intoxicacdo
ocupacional (SILVA, 2013; SOUZA, 2014). Outro aspecto importante sobre o DFB é a
formagdo do composto p-cloroanilina (PCA), composto conhecido por ser carcinogénico, e
pode ser determinada sua concentracdo no filé de peixes expostos atraves da técnica de HPLC
(LUVIZOTTO-SANTOS et al., 2009). Em exposicdo crbnica é possivel observar efeitos
carcinogénicos e mutagénicos dos seus metabolitos ap6s a exposicdo ao diflubenzuron
(VICENTE & TOLEDO, 2003; OGA, 2008).

Na Noruega o inseticida também é muito utilizado na producéo de salméo, porém apds
a aplicacao do tratamento € necessario intervalo de 60 dias antes do pré-abate dos peixes para
prevenir a presenca de residuos na carcaga de salmbes destinados a exportagdo
(OSSENDORP & VELDE-KOERTS, 2002). Um dos principais metabdlitos formados ap6s a
biotransformacdo do diflubenzuron é o PCA, e em salmonideos expostos ao diflubenzuron
foram identificados no figado trés componentes: o proprio DFB antes da degradacdo, 4-
cloroanilina e 4-clorofenilureia (CPU), sendo a concentragdo de PCA em menor proporgao
(LUNESTAD et al., 2015). A formacdo de p-cloroanilina pode ser prejudicial aos organismos
expostos ao diflubenzuron, segundo Barata-Silva et al. (2015) a presenca do metabolito é o
principal responsavel pela formacdo de sulfemoglobina e metemoglobina. A metemoglobina
(MHDb) é conhecida por ser uma forma da hemoglobina incapaz de transportar oxigénio, e a
presenca do PCA pode induzir a oxidacdo de um dos atomos de ferro presentes na
composicdo da hemoglobina impedindo sua ligacdo ao oxigénio ou gas carbdnico (LIMA et
al., 2008). Entretanto, diversos compostos estdo associados a formacdo de MHb desde fenois
a alteracdo da qualidade da agua como o nitrito (LACKNER, 1998). O nitrito combina-se com
a hemoglobina para formacdo de metemoglobina, neste contexto, a concentracdo do PCA no
organismo pode surgir como biomarcador de exposicdo melhor que a metemoglobina
(GREGUS et al., 2001; MARTINEZ & SOUZA, 2002; LIMA et al., 2008).

Os metabolitos produzidos na degradagdo do pesticida sdo excretados principalmente
através da urina. Em estudos sobre o metabolismo do diflubenzuron em ratos foram
observadas concentracbes de PCA e CPU na urina, sendo que as concentracGes dos dois
metabdlitos representavam cerca de 2% da dose administrada de diflubenzuron na ragédo
(SOLECKI, 2004).
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Né&o existe uma concentracdo de diflubenzuron padrdo no combate a ectoparasitos em
pisciculturas, a concentracdo e o tempo de administracdo podem variar conforme o nivel de
infestacdo, categoria e respostas dos peixes e parasitas ao tratamento. Segundo Luvizzotto et
al. (2009), as concentracdes de diflubenzuron mais frequentes observadas nas pisciculturas na
regi&o sudeste é de 70 4 80 mg L™, sendo o pesticida agricola mais empregado no controle de
ectoparasitas.

2. 4. Testes de Toxicidade

A toxicologia é a ciéncia que estuda os efeitos nocivos decorrentes das interacfes de
substancias quimicas com o organismo alvo, sob condicdes especificas de exposicdo (OGA,
2008). As respostas apresentadas apds a intoxicacdo podem variar desde leves como mudanca
comportamental, estresse, queda do consumo, até respostas mais severas como disfuncéao

hepética e renal, danos nas branquias devido ao constante contato com &gua, necrose e 6bito.

Além de avaliar as lesGes causadas no organismo pelos contaminantes, os testes de
toxicidade investigam 0s mecanismos envolvidos e permite determinar os niveis toleraveis
pelo individuo. Ou seja, a toxicologia tem como finalidade prevenir os efeitos indesejaveis ao

organismo alvo e estabelecer métodos seguros no emprego de substancias quimicas.

Dentre as diversas areas de toxicologia existentes, destaca-se a toxicologia
experimental, que tem como objetivo complementar os dados de toxicidade de determinado
produto visando a manutencdo da saude do individuo exposto. A avaliacdo toxicol6gica
depende da analise da resisténcia dos animais ao contato inicial a substancias quimicas,
associado a caracteristicas qualitativa e quantitativa do contato, concentragdo e tempo de
exposicao, respectivamente (OGA, 2008). Os testes de sobrevivéncia de animais aquéaticos
ndo dependem apenas de seu estado bioldgico, mas também da toxicidade do reagente e 0

tempo de exposicao ao agente toxico (VENTURA et al., 2015).

Durante este teste é observado a interacdo das substancias em um organismo Vvivo,
relacionando seus efeitos com a concentracdo e o tempo de exposi¢cdo ao contaminante. Para
analise dos resultados, sdo realizados experimentos com bioindicadores especificos que

resultam na avaliacdo dos riscos de intoxicagcdo a um composto quimico (SPRADA, 2013).
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Estudos sobre os efeitos toxicos causados por pesticidas e herbicidas compreendem
um ramo da toxicologia chamado ecotoxicologia. Este estudo tem como finalidade avaliar os
danos referentes a exposicdo de organismos vivos ao ambiente contaminado. Os
bioindicadores de resposta mais comuns sdo as algas, bactérias, peixes e crustaceos, por serem

susceptiveis a pequenas mudancgas no ambiente aquatico (OGA, 2008).

Os testes de toxicologia podem ser classificados de acordo com o tempo de exposicao,
caracterizados como intoxicacdo aguda, sobreaguda ou cronica. Neste estudo foi adaptado o
teste de intoxicacdo aguda e sobreaguda, onde foi realizado um contato Unico (dose Unica)
com o contaminante em um periodo inferior a 24 horas, com efeitos observados em alguns
dias apds a exposicdo. As exposicBes repetidas a substdncia quimica foi adaptados aos
métodos comuns de intoxicacdo sobreaguda, realizadas em um periodo inferior a um més
(RUPPENTHAL, 2013).

3. 5. Biomarcador Hematologico

Durante os estudos toxicologicos é importante a escolha dos biomarcadores utilizados
para identificar e quantificar as respostas ocasionadas pelo agente toxico. Como as branquias
possuem contato direto com o ambiente aquoso, qualquer alteracdo indesejavel na agua é
refletida no sistema circulatério dos peixes. Logo, estudos sobre hematologia dos
bioindicadores podem ser utilizados para indicar o estado de satde dos peixes e a qualidade
da 4gua (ADHIKARI et al., 2004).

O conhecimento da resposta hematoldgica é imprescindivel para o pesquisador
compreender acles da defesa orgénica animal, e desenvolver estratégias para profilaxia de
enfermidades na aquicultura (COSTA et al., 2014). O uso de apenas uma ferramenta, como a
hematologia, pode ndo gerar resultados representativos sobre o diagnostico de contaminacao.
As variagdes no perfil hematoldgico podem estar ligadas a diversos motivos, néo

especificando a causa pontual de sua alteragéo.

A aplicacdo da contagem diferencial do sangue é limitada devido & falta de estudos e
padronizacdo da morfologia celular da maioria das espécies de peixes. Assim, 0
desenvolvimento de estudos que avaliam os efeitos de xenobioticos sobre os parametros
sanguineos Sa0 necessarios para proporcionar maiores conhecimentos sobre a resposta do

marcador bioldgico a diferentes niveis de contaminacdo (CORREA et al., 2016).
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A andlise do perfil hematol6gico associado as respostas histopatoldgicas € um método
sensivel para diagnosticar os efeitos toxicos que afetam os animais, diretamente ou
indiretamente, auxiliando na compreensdo profunda de uma determinada situacao patologica.
Os parametros hematologicos podem servir como biomarcadores no monitoramento do bem
estar dos peixes, sendo utilizados como ferramenta para o diagnostico de estresse, intoxicagdo
por produtos quimicos presentes no ambiente ou devido a presenga de agentes infecciosos
(SILVA et al., 2012).

3. 6. Biomarcador Histoldgico

Além da hematologia, outra ferramenta indispensavel para quantificar os efeitos de
exposicdo a contaminantes é a histologia, os hepatocitos sdo capazes de realizar a
metabolizacdo de substancias exdgenas através de enzimas hepaticas (MENKE et al., 2011).
Segundo Al-Yousuf et al. (2000), o figado € o tecido mais recomendado como biomarcador
de ambiente contaminado em comparagdo a outros 6rgaos de funcdo metabdlica. A histologia
hepética gera dados sobre lesbes em niveis teciduais, considerando o metabolismo normal dos
animais e suas respectivas adaptacdes a diferentes alteragdes ambientais. Com isso, a escolha
dos 6rgaos que serdo avaliados é crucial para a relevancia dos dados, recomendados 6rgédos de
contato direto com o produto quimico, como as branquias e 0Orgaos responsaveis pelo
metabolismo, biotransformacéo e excrecdo de xenobioticos, como o figado e rim (LINS et al.,
2010).

O figado € o principal 6rgéo responsavel pela biotransformacédo de substancias que séo
absorvidas pelos peixes, o tecido hepatico tem um importante papel na fisiologia, controlando
diversas funcdes vitais de organismo aquaticos (BOMBONATO et al., 2007; ALMEIDA et
al., 2008). E um 6rgdo compacto, pode ser dividido em lobos dependendo da espécie,
localizado ventralmente na cavidade celomatica, com seu tamanho, forma e volume adaptado
ao espaco utilizado pelas visceras, variando muito entre as espécies. Por ser um tecido muito
vascularizado, o figado apresenta uma coloracdo avermelhada podendo variar sua
pigmentacdo conforme o estoque de gordura. Em sua estrutura é possivel observar vasos de
grande calibre, sinusoides, ductos biliares, tecido pancreadtico e em algumas espécies a

presenca de centro melanomacrofago (COSTA et al., 2012).
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Uma caracteristica intrinseca do 6rgdo é seu acimulo constante de sangue branquial,
sendo um dos primeiros 6rgdos junto das branquias a entrar em contato com o0s xenobidticos.
Tal fato pode ser explicado pela sua funcdo metabolica e a necessidade do organismo em
combater e excretar possiveis agentes toxicos logo apds serem absorvidos pelo corpo. A
grande capacidade metabdlica do figado faz dele um dos principais 6rgéos de protecgéo.
Porém, sua constante exposi¢do a agentes toxicos durante os processos metabdlicos o torna

alvo, podendo levar a alteracGes em sua estrutura e fungcdo (HILTON et al., 2008).

Os animais sdo capazes de realizar a biotransformacdo para detoxificacdo de
substancias quimicas nocivas ao organismo. Mesmo com essa pratica, é imprescindivel o
controle e adequacdo ao uso de agrotoxicos, produtos quimicos licitos ou ilicitos, terapéuticos
Ou nao, pois o organismo tem seus limites e 0 excesso de metabolitos criados no processo de
detoxificacdo podem causar graves danos ou mutacdes nos tecidos (OSHIDA-FRANCO &
FRANCO, 2003).

A biotransformacdo é um processo metabdlico de extrema importancia, pois a nao
ocorréncia desta etapa, tornaria o organismo um deposito de xenobioGticos por tempo
indeterminado. As enzimas presentes nas membranas do reticulo endoplasmatico liso
possuem um importante papel no organismo na biotransformacdo (OSHIDA-FRANCO &
FRANCO, 2003).

A biotransformacdo pode ser dividida em duas etapas, a fase | que envolvem reacfes
de oxidacdo, reducdo e hidrélise, e a fase Il onde ocorre a conjugacdo dos metabdlitos
produzidos na fase I. Durante a etapa de detoxificagdo do diflubenzuron no figado, a principal
via metabdlica utilizada para degradacdo do composto é a hidrélise. Segundo o registro do
produto na Agéncia de Defesa Agropecuaria do Parand (ADAPAR), o diflubenzuron sofre
hidroxilagdo do anel anilino e quebra da ponte de ureia, sendo os metabdlitos p-cloroanilina e
p-clorofeniluréia os principais compostos identificados, e os efeitos da administracdo do

composto incluiram a formacgédo de metemoglobina e alteragfes dos hepatocitos.

As reacOes de hidrdlise visam a modificacdo dos compostos para que ocorra sua
excrecdo pelo organismo. As enzimas de hidrolise localizam-se tanto no citosol quanto no
reticulo endoplasmatico dos hepatdcitos, conjugando componentes altamente polares no
interior das células apos travessia das membranas celulares por transporte ativo para entéo
serem excretados (TANIGUCHI & GUENGERICH, 2010).
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Fase | Fase Il
Xenobiético ————— Metabolito Primario ———— M. Secundario
Hidrolise Conjugacéo

Durante este processo, o tecido hepatico pode apresentar alteracdes morfoldgicas
celulares, desde vacuolizacdo a necrose dependente da concentracdo e o tempo de exposicao
ao agente toxico (BENZE et al., 2014). A capacidade de bioacumulacdo dos peixes podem
gerar implicacGes para a saude publica conforme o consumo de animais contaminados, bem
como potenciais impactos nos ecossistemas proximos a areas agricolas e pisciculturas
(MALLIN et al., 2011). A avaliacdo dos riscos toxicoldgicos causados por pesticidas baseia-
se em dados sobre os efeitos de exposi¢do ao ambiente contaminado em organismos aquaticos
nédo alvo (VELMURUGAN et al., 2007).
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Resumo: O presente estudo avaliou o perfil hematoldgico e alterag6es histolégicas no figado
de Piaractus mesopotamicus expostos ao pesticida Diflubenzuron (DFB), na concentracéo de
70 mg L™ por meio de banho de imerséo, em diferentes periodos. Os P. mesopotamicus foram
sujeitos a trés periodos de exposic¢do: 30, 60 e 120 minutos, com objetivo de verificar o efeito
toxico do produto em cada tratamento. Para avaliacdo dos parametros hematoldgicos foi
realizado eritrograma, leucograma e célculos dos indices hematimétricos, e os achados
histologicos foram classificados conforme a gravidade e a intensidade das lesBes. Os
exemplares expostos por 30 minutos apresentaram reducao na hemoglobina e concentracéo de
hemoglobina corpuscular média e foi observado aumento significativo (P<0,05) no numero de
leucdcitos totais em pacus expostos por 60 minutos ao diflubenzuron, quando comparados ao
grupo controle. O estudo histolégico revelou alteragdes no tecido hepatico dos animais
expostos ao DFB. ApGs 0s ensaios 0s peixes apresentaram alteracdes regressivas, circulatorio
e inflamatério, como vacuolizacdo dos hepatdcitos, degeneracédo hidropica difusa, presenca de
infiltrado inflamatdrio, congestdo e ndcleos picnéticos em algumas amostras. Os resultados
indicam que o Xxenobio6tico é pouco téxico para a espécie, mesmo com alteracdes nos
parametros hematoldgicos e no tecido hepéatico ap6s exposicdo aguda ao diflubenzuron.

Palavras - chave: Efeitos toxicos, toxicologia, xenobioticos.

HEMATOLOGICAL PARAMETERS AND HISTOLOGICAL OF LIVER IN PACU
Piaractus mesopotamicus EXPOSED WITH DIFLUBENZURON

Abstract: The present study evaluated the haematological profile and histological changes in
the liver of Piaractus mesopotamicus exposed to the pesticide Diflubenzuron (DFB), in
concentration of 70 mg L™ through bath, in different periods. The P. mesopotamicus were
subject three periods of exposure: 30, 60 and 120 minutes, in order to check the toxic effect of
the product on each treatment. For evaluation of hematologic parameters was performed
erythrogram, white bloods cells (WBC) and calculations of hematimetric parameters, and the
histological findings were classified according to the severity and intensity of the lesions. The
specimens exposed for 30 minutes showed reduction in hemoglobin and mean corpuscular
hemoglobin concentration, and it was observed significant increase (P<0,05) in the number of
total leukocytes in pacus exposed for 60 minutes of diflubenzuron, when compared to the
control group. The histological study revealed severe changes in the liver tissue of animals
exposed to the DFB. After the tests the fish showed regressive , circulatory and inflammatory
changes, as vacuolization of hepatocytes, hydropic degeneration diffuse, presence of focal
inflammatory infiltrate, congestion and picnotic nuclei in some samples. The results indicate
that the xenobiotic is not very toxic to the species, even with changes in the hematological
parameters and in the hepatic tissue after acute exposure to diflubenzuron.

Keywords: Toxic effects, toxicology, xenobiotics.
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INTRODUCAO

O pacu é uma das espécies mais frequentes na producdo de peixes continentais,
produzido em cerca de 80% dos sistemas de producdo comercial em todos os estados
brasileiros (LOPES et al. 2006). Entre as espécies tropicais cultivadas, o Pacu (Piaractus
mesopotamicus) surge como produto de grande potencial para as pisciculturas devido ao facil
manuseio da espécie, a taxa de crescimento satisfatorio e a grande aceitacdo pelo consumidor
(JOMORI et al., 2003).

No Brasil ndo existe regulamentacgdes especificas para uso de inseticidas no tratamento
de peixes cultivados, segundo Guimardes et al. (2007) o uso de produtos quimicos representa
uma alternativa para reduzir os prejuizos econémicos associados a epidemias frequentes nas
pisciculturas continentais. Entretanto, as complexidades dos sistemas intensivos dificultam a
avaliacdo dos efeitos causados pelo uso de pesticidas agricolas, e quando usadas em
tratamento de doencas de peixes s&o um risco para 0 homem e ao meio ambiente (LOPES et
al., 2006; MABILIA et al., 2008).

O diflubenzuron (DFB) pertencente ao grupo quimico benzoiluréia, sobre a formula de
1-(4-chlorophenyl)-3-(2,6-difluorobenzoyl)urea (WEXLER, 2000), consiste em um
praguicida derivado da ureia que atua como inibidor de enzimas responsaveis pela ecdise,
impedindo a sintese de quitina do exoesqueleto dos artropodes (MULLA & DARWAZETH,
1979). Mesmo sendo um pesticida agricola, o diflubenzuron tem sido utilizado no controle de
ectoparasitas nas pisciculturas continentais em diversas regides do pais (ESTEVES &
ISHIKAWA, 2006; MABILIA et al., 2008; LUVIZOTTO-SANTOS et al., 2009). A auséncia
de padronizacdo ou recomendacdo de inseticidas na piscicultura contribui para que ocorra o
aumento dos niveis do xenobidticos no ambiente, de maneira geral o diflubenzuron pode
comprometer a qualidade de agua, colocar em risco a salde dos peixes, crustaceos e insetos
presentes na biota aquatica (MADUENHO; MENDES & MARTINEZ, 2008; SILVEIRA et
al., 2009).

A variagdo nos efeitos toxicos dos pesticidas relacionado as concentracdes e as
espécies tratadas, impulsionam estudos laboratoriais com espécies nativas na busca de
maximizar a producdo por meio de testes que fornecem condi¢fes adequadas e controladas,
fundamentais para a regulamentacdo e classificacdo quanto ao potencial toxico do produto
qguimico (BEERLI et al., 2004; HENARES et al., 2007; VELMURUGAN et al., 2007). Neste
contexto, apesar da toxicidade do diflubenzuron ser baixa segundo dados da Pesticide Action

Network North America (PANNA), varios ensaios laboratoriais demonstraram que o
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diflubenzuron é toxico para os peixes (KREUTZ et al., 2008; MADUENHO & MARTINEZ,
2008; LUVIZOTTO-SANTOS et al., 2009; LANGFORD, 2014). Todavia, alguns estudos
testando a eficacia do diflubenzuron no controle parasitario, descrevem efeitos ndo nocivos
em peixes tratados (MABILIA & SOUZA, 2006; PELLI et al., 2008; ZAIDI & SOLTANI,
2013).

Foram relatados efeitos cancerigenos em animais que apresentaram residuos de p-
cloroanilina (PCA) no organismo ap6s exposi¢cdo ao DFB, porem segundo FAO (2001) os
resultados sdo insuficientes para estimar a toxicidade do metabolito. Com isso necessita-se de
mais estudos toxicoldgicos para compreender os efeitos toxicos do diflubenzuron e a resposta
do organismo na presenca do contaminante.

O conhecimento da resposta hematoldgica é imprescindivel para que o pesquisador
consiga compreender as acBes de defesa organica animal, e desenvolver estratégias para
profilaxia de enfermidades na aquicultura (COSTA et al., 2014). A andlise do perfil
hematol6gico associado as respostas histopatoldgicas sdo ferramentas Uteis e sensiveis para
diagnosticar os efeitos tdxicos que afetam os animais, diretamente ou indiretamente,
auxiliando na compreensdo profunda de uma determinada situacdo patoldgica. Em testes
toxicoldgicos, os pardmetros hematolégicos podem servir como biomarcadores no
monitoramento do bem estar dos peixes, sendo utilizados como ferramenta para o diagnostico
de estresse, intoxicacdo por produtos quimicos presentes no ambiente ou a presenca de
agentes infecciosos (SILVA et al., 2012).

A histologia gera dados sobre lesdes em niveis teciduais, considerando o metabolismo
normal dos animais e suas respectivas adaptacdes a diferentes alteracdes ambientais. Com
isso, a escolha dos 6rgdos que serdo avaliados € crucial para a relevancia dos dados, sendo
recomendados 6rgdos de contato direto com o produto quimico, como as branquias e 6rgados
responsaveis pelo metabolismo, biotransformagéo e excrecdo de xenobidticos, como o figado
e rim (LINS et al., 2010).

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos toxicos do tratamento quimico
utilizando diflubenzuron na concentracdo de 70 mg L™ em diferentes tempos de exposicdo,
por meio de banhos de imersdo. Foram investigados os efeitos do diflubenzuron sobre as
variaveis hematologicas e histoldgicas do figado em P. mesopotamicus em diferentes tempos

de exposicéo.
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MATERIAL E METODOS

Local de estudo e Amostragem de peixes

Os ensaios foram conduzidos no Laboratorio de Patologia Experimental (Lapex), no
Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude, na Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.
Para este estudo foram utilizados 60 exemplares de P. mesopotamicus, com comprimento
total médio de 12,38+1,40 cm e peso médio de 34,57+8,74 g. Os peixes foram aclimatados
por 15 dias em aquarios de 170 L em sistema semi-estatico, com aeracdo continua e
renovacdo de 25% do volume total de agua a cada 48 horas, para adaptacdo dos peixes as
condicGes do laboratério.

Ensaio Experimental

O experimento foi dividido em trés ensaios distintos, nos quais 0s peixes foram
expostos ao diflubenzuron na concentracio de 70 mg L™, por meio de banhos de imerséo em
intervalos de 24 horas (LUVIZOTTO et al., 2009). A concentracdo e o periodo de exposicdo
foram baseados em tratamentos terapéuticos convencionais aplicados nas pisciculturas. Para a
preparacdo da dose utilizada, foi realizado calculo baseado na concentracdo do principio ativo
na composicéo do produto comercial (24% de DFB).

Em cada ensaio foram utilizados 20 peixes, sendo 10 expostos ao diflubenzuron e 10
ndo expostos ao inseticida. No tratamento | (T1) foram realizados trés banhos de imersdo com
duragéo de 30 minutos. No segundo tratamento (TII) foram realizados seis banhos de imersao
com duracdo de 60 minutos. E no Gltimo tratamento (T1I1) foram realizados seis banhos com
duracdo de 120 minutos. Foram aplicados intervalo de 24 horas entre os banhos durante os
tratamentos e ap0s o Ultimo banho. Posteriormente, os peixes foram anestesiados em solugéo
de eugenol (50 mg L™), até atingirem o estagio de anestesia cirtirgica e submetidos a colheita
de sangue por puncdo do vaso caudal com seringas e agulhas contendo EDTA a 10%
(FUJIMOTO et al., 2007; BICUDO et al., 2008; SADO et al., 2014).

Apbs a colheita de sangue, foi medido o comprimento total e o peso total com auxilio
de uma balanca digital, seguido da eutandsia dos peixes por meio de aprofundamento do
plano anestésico em solucdo eugenol na concentragdo de 450 mg L™ (KILDEA et al., 2004),
para a retirada e analise histologica do figado. Utilizando os dados biométricos foram

determinados os indices hepatossomaticos (IHS%) = peso do figado (g)/ peso corporal (g) x
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100; e os indices esplenossomatico (IES%) = peso do baco (g)/ peso corporal (g) x 100, para
cada peixe.

Os tecidos foram fixados em formol tamponado 10% e transferidos posteriormente
para um recipiente contendo alcool a 70%, até as confeccdes dos blocos de parafina e

elaboracdo de laminas para as analises.

Durante os ensaios foi realizado controle da qualidade de agua em todos os grupos,
monitorados diariamente o pH, oxigénio dissolvido e temperatura com auxilio do medidor
multiparametro (Sanxin - Modelo SX751A). As analises foram realizadas duas vezes ao dia,
nos periodos de manhd e tarde, para verificar se os parametros da agua mantiveram

equivalentes para todos os grupos durante todo o periodo experimental.

Parametros Hematoldgicos

Os parametros hematologicos avaliados foram: hematdcrito (Htc), apds a
centrifugacdo do sangue (12.000 g/ 5 min) em tubos microcapilares e posterior leitura em
escala padronizada (GOLDENFARB et al., 1971); concentragdo de hemoglobina (Hb),
segundo o método da cianometahemoglobina (COLLIER, 1944); e contagem do numero de
eritrécitos em camara de Neubauer, ap6s diluicdo do sangue em solugdo de formol citrato
(1:200).

A partir dos dados de hematdcrito e hemoglobina foram calculados o volume
corpuscular médio (VCM) e a concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM),
segundo o0 método de Wintrobe (1934):

VCM (fL) = Hematocrito x 10 CHCM (gdL™) = Taxade Hb x 100
N° de Eritrdcitos (x 10° uL™) Hematdcrito

Para a contagem diferencial/total de leucocitos e trombdcitos foram confeccionadas
extensdes sanguineas em duplicata, secas ao ar e coradas pancromicamente com May
Grunwald-Giemsa-Wright, conforme os protocolos descritos por Tavares-Dias & Moraes
(2003) e Ranzani-Paiva et al. (2013).
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Procedimentos Histoldgicos

Os fragmentos do figado foram emblocados em parafina, cortados a 3 um e corados
com solucdo hematoxilina e eosina (H&E), seguindo os processos histolégicos de rotina. Os
cortes foram analisados em microscopio Optico, e as alteraces encontradas foram

classificadas de acordo com a frequéncia e a importancia da leséo.

As respostas histolégicas foram avaliados de acordo com os protocolos proposto por
Bernet et al. (1999). As alteracdes encontradas foram classificadas em: Distarbios
circulatérios, alteracbes regressivas, alteracbes progressivas, inflamacdo e tumor. As
alteracOes presentes foram avaliadas conforme o fator de importancia das lesdes e a
possibilidade de recuperacdo do 6rgdo afetado, como: 1 - Importancia patolgica minima, as
lesGes sao reversiveis apds o término da exposicdo; 2 - Importancia patolégica moderada, as
lesbes sdo reversiveis na maioria dos casos apds a neutralizacdo do agente estressor; 3 -
Importancia patoldgica elevada, as lesfes séo irreversiveis com perda parcial ou total da
fungdo hepatica. O calculo dos indices de cada 6rgdo (lo) foi proposto através da soma do
namero de lesGes, multiplicados pelo coeficiente do respectivo fator de importancia,

utilizando a formula:

onde « representa a frequéncia das lesdes, e « séo valores em escore dos fatores de

importancia das les6es distribuidas nas I&minas histologicas. Os valores dos indices de cada

orgao foram usados para calcular a média para cada grupo, controle e tratados.

Anélise Estatistica

Os resultados foram avaliados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de
Mann-Whitney U, para comparacdo de pares de medias, considerando-se o nivel de 5% de
significancia (P<0,05). Os dados foram expressos em médias e desvio padrdo utilizando o

programa estatistico GraphPad Prism 5.0.



212 5. RESULTADOS
213

214 Os parametros de qualidade da agua mantiveram-se sem variagdes significativas
215  durante o periodo experimental, com valores entre 2,89 a 4,26 para 0 oxigénio dissolvido
216 (mg/L), 25,35 a 26,40 para temperatura (°C) e 6,47 a 7,37 para o pH.

217 N& houve mortalidade durante o periodo experimental. Os valores médios e
218  respectivos desvios do eritrograma estdo descritos na Tabela 1. Houve reducdo da
219  hemoglobina e da concentracdo corpuscular média apenas nos peixes do tratamento | em
220 relagdo ao grupo controle. Nos demais valores, ndo houve diferenga significativa entre os
221  tratamentos.

222
Tabela 1. Valores médios (+ d.p.) do eritrograma de pacus (P. mesopotamicus) expostos ao Diflubenzuron (70
mg L ™) de acordo com o tempo de exposicao.
Tempo  Sob. Htc. Hb. VCM CHCM Eritroc.
(min) (%) (%) (g/dL) () (%) totais (x10°)
Controle (n=30) - 100 33,90+6,27 7,2+#1,57 221,35+47,33 21,58+4,67 1,55+0,22
I (n=10) 30 100  32,30#4,14 57+1,27° 197,10#16,27 17,63+#3,74  1,65+0,25
Il (n=10) 60 100 35,80+5,31 7,5+0,85 212,93+37,98 21,31+2,74 1,71+0,23
111 (n=10) 120 100 30,20+2,04 6,6+0,94 199,86+25,99 21,8442,13 1,53+0,22
Tratamento I: 30 minutos; Tratamento I1: 60 minutos; Tratamento 111: 120 minutos; d.p.: desvio padréo;
Sob.: taxa de sobrevivéncia; Htc.: hematdcrito; Hb.: hemoglobina; VCM: colume corpuscular médio; CHCM: concentragéo
ge hemoglobina corpuscular média; Eritroc.:eritrocitos;
Médias seguidas por asterisco diferem entre Controle x Tratamento pelo teste de Mann-Whitney U (P<0.05);
223
224 Na analise do leucograma, ndo houve diferenca significativa no percentual de

225  mondcitos, linfocitos, neutrdfilos, células granulociticas especiais, bem como no total de
226  trombdcitos (x10°) entre os tratamentos e entre estes com o grupo controle (Tabela 2). Porém,
227  a contagem total de leucdcitos (x10°%) foi maior no tratamento II, quando os peixes foram
228  expostos por 60 minutos.

229

Tabela 2. Valores médios (xd.p.) do leucograma, leucdcitos e trombdcitos totais de pacus (P. mesopotamicus)
expostos ao Diflubenzuron (70 mg L™) de acordo com o tempo de exposicao.

Tratamento Ten_1po Mon. Linf. Neut. C.G.E. Leuc. totais ~ Tromb. totais.
(min.) (%) (%) (%) (%) (109 (109
Controle (n=30) - 2,80+£1,30 92,77+292  3,33+2,06 0,98+1,00  12,16+4,08 36,01+8,41
I (n=10) 30 3,39+1,87  92,61+2,60 3,67+1,09 0,33£0,56  14,17+4,44 42,53+9,13
Il (n=10) 60 2,85+1,76  90,50+#2,55  4,60+1,41 1,30£1,38 27,58+8,03"  36,44%7,61
111 (n=10) 120 2,90+0,91 92,60+2,67 3,85+2,06 0,50+0,64  12,8245,83 37,8849,35

Tratamento 1= 30 minutos; Tratamento I1= 60 minutos; Tratamento I11= 120 minutos; =d.p.: desvio padréo;

Mon.: Mondcito; Linf.: Linfocito; Neut.: Neutréfilo; CGE: Células granulociticas especiais; Leuc. totais: Leucdcitos totais; Tromb.
totais: Trombdcitos totais;

“ Médias e desvio padrdo seguidas por asterisco diferem entre Controle x Tratamento pelo teste de Mann-Whitney U (P<0.05).

230
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A analise histoldgica revelou alteragfes vacuolares no figado dos peixes em todos 0s
tratamentos, porém, essas foram mais evidentes e difusamente distribuidas nos peixes do
tratamento 1l. Estas alteracdes caracterizaram-se por vacuolos citoplasmaticos de tamanho
varidvel com ou sem deslocamento nuclear. Em algumas amostras foi possivel evidenciar

nacleos picnoticos, com deslocamento periférico (Figura 1).

(I AR 2 B = NLTe > Ll

Figura 1. Seccdes histolégicas do figado de Piaractus mesopotamicus expostos ao
diflubenzuron (70 mg L™): a e b grupo controle; imagens revelam homogeneidade no
parénquima hepético, sinusoides parcialmente preenchidos, hepatdcitos apresentam
ndcleos homogéneos, centralizados com disposicdo cordonal tipica da espécie (a, barra =
100 pum; b, barra = 50 um); c, amostra do tratamento Il; hepatécitos heterogéneos,
entumecidos com citoplasma vacuolizado; nucleos deslocados para a periferia celular,
reducdo do espago sinusoidal com perda da organizacdo cordonal celular (c, barra = 50
um); d, amostra do tratamento Ill, hepatocitos com micro e macrovacuolizacdo
citoplasmatica, nucleos deslocados para periferia, heterogeneidade na organizagao
cordonal (d, barra = 50 um); e, amostra do tratamento Ill, hepatédcitos apresentam
deformidade morfolégica com perda da arquitetura cordonal, nicleos apresentam figuras
variadas entre picnose e caridlise, citoplasma com intensa variacdo eosinofilica, células
hiperfréficas vacuolizadas, formacédo de pequenos nichos celulares necroéticos (e, barra =
50 um); f, amostra do tratamento |, destaque para a deposi¢do de granulos associados a
tumefacdo citoplasmatica com variacGes de tamanho nos hepatécitos (f, barra = 50 um).
Coloracéo, H&E.

A quantificacdo dessas alteragdes resultou em valores mais elevados (P<0,05) de lor

nos peixes, independentemente do tempo de exposicdo quando comparados com grupo
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controle. N&o houve diferenca significativa nos indices esplenossomatico e hepatossomatico
entre o grupo controle os tratamentos. Estes resultados estdo expressos na Figura 2.
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Figura 2. indice esplenossomatico (IES), indice hepatossomatico (IHS) e indice de lesdo
do 6rgdo (log) calculados para o figado de P. mesopotamicus expostos ao DFB (70 mg L™h
de acordo com o tempo de exposi¢do. Valores seguidos por asterisco diferem entre

Controle e tempo de exposicdo (P<0.05).

6. DISCUSSAO

O emprego do diflubenzuron na criagdo de peixes tem sido reportado na literatura, no
entanto, parece nao haver consenso quanto a dosagem, o método de aplicacdo e o tempo de
exposicdo. De acordo com Luvizotto-Santos et al., (2009), este produto € o mais
frequentemente utilizado nas pisciculturas do sudeste do pais, com dosagens que variam entre
70 a 80 mg L™. Com base neste estudo, foi proposto a utilizacdo de uma dosagem Gnica de 70
mg L, visando estabelecer respostas biolégicas em P. mesopotamicus, uma espécie
amplamente utilizada nas pisciculturas comercais brasileiras (OSTRENSKY et al. 2008;
SEBRAE, 2015). Além disso, optamos pelos banhos de imersdo com tempos distintos de
exposicao, uma vez que estes também sdo considerados um fator importante quanto a resposta
bioldgica em diferentes espécies (SCHALCH et al., 2005; MABILIA et al., 2008; PELLI et

al., 2008). Contudo, as concentragdes referentes aos tratamentos com o diflubenzuron variam
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bastante entre estudos sendo que dosagens entre 50 e 100 mg L™ parecem seguras para uso
nas criagdes (MADUENHO et al. 2007; PELLI et al.,2008).

De forma geral, as respostas hematoldgicas expressam a capacidade de defesa
individual, no entanto, podem sofrer rapidas modificacdes em funcdo dos agentes estressores,
inibindo ou estimulando reacbes de carater agudo ou cronico (SERIANI & RANZANI-
PAIVA, 2012). No presente estudo, os valores observados para todas as variaveis
hematoldgicas estdo de acordo com o reportado por Tavares-Dias et al. (1999) para a espécie

estudada.

O modelo proposto revelou uma resposta aguda, com variagées na hemoglobina e na
concentracdo de hemoglobina corpuscular média, aos 30 minutos e leucocitose, aos 60
minutos de exposi¢do. A reducdo das taxas de hemoglobina e CHCM sugere reducdo dos
niveis de oxigenacdo tecidual, um efeito esperado para peixes submetidos a exposi¢do por
agentes quimicos (DAS & MUKHERJEE, 2003; MADUENHO & MARTINEZ, 2008; LIMA
et al., 2008). Esse efeito foi semelhante ao reportado por Maduenho & Martinez (2008) nos
peixes tratados com 25 mg durante 96h. Segundo esses autores a reducdo da hemoglobina esta
associada & hemdlise intravascular, com um efeito direto da 4-cloroanelina, um metabolito
degradado via citocromo P450 (FISHER & HALL, 1992; BUDINSK, 2000). Porém, nossos
resultados sugerem que este efeito seja superficial, sem que tenha induzido demais alteragdes
na resposta frente ao diflubenzuron e ao tempo de exposi¢do. Outros estudos, com protocolos
diferentes também néo evidenciaram alteracdes expressivas no eritrograma (SCHALCH et al.,
2005; MABILIA & SOUZA, 2006).

A andlise do leucograma revelou apenas aumento dos leucdcitos periféricos nos
peixes tratados por 60 minutos, sem que tenha havido varia¢Ges significativas no percentual
das células leucocitérias. O nimero de leucdcitos circulantes estd envolvido em uma série de
reacOes fisioldgicas incluindo a resposta toxicoldgica a produtos quimicos (BARCELOS et
al., 2003). Adaptagdes a ambientes contaminados com respostas variadas s&o comuns em
peixes e geralmente estdo associadas a modulagdo do sistema imune inespecifico
(BLAXALL, 1972; MAGNADOTTIR, 2006). Portanto, 0 aumento dos leucdcitos pode estar
associado a uma resposta adaptativa, incluindo estimulo ao sistema linfohematopoiético. A
mesma tendéncia foi reportada em carpas (Labeo rohita) expostas a cipermetrina (DAS &
MUKHERJEE, 2003) e em curimbatds (Prochilodus lineatus) expostos ao glifosato
(MODESTO & MARTINEZ, 2010).
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Os peixes tratados ndo apresentaram diferenca significante nos IHS e IES quando
comparados ao grupo controle. A determinacdo das relacBes hepatosométicas e
esplenosomaticas nos peixes sdo ferramentas importantes para compreensao dos distarbios
que podem ocorrer em processos patologicos, sendo o baco um dos principais 6rgaos
hematopoiéticos e o figado o principal érgdo responsavel pela detoxificacdo (QUENTEL &
OBACH, 1992; MONTANHA et al., 2011). Neste caso, a auséncia de alteragdes nos valores
de hematocrito, volume corpuscular médio e manutencdo do volume do baco afasta a
possibilidade de um quadro anémico nos peixes expostos ao diflubenzuron. Os valores
obtidos neste estudo sugere que os disturbios hepaticos ndo foram graves a ponto de gerar
alteracdo anormal no tamanho do figado. A hepatomegalia normalmente é associada a
insuficiéncia cardiaca, infeccdes, alteracbes severas no tecido hepatico e anemia
(RAGHIANTE et al., 2016). Possivelmente baixa ocorréncia de formagdo de goticulas de
gorduras no tecido hepéatico também contribuiu para manutencdo do peso do figado nos
animais tratados (TAVARES-DIAS et al., 2000).

As alteracbes dos padrdes histolégicos em diversos 0Orgdos sdo consideradas
importantes biomarcadores nos peixes (BERNET, 1999; WOLF & WOLFE, 2005). Dentre 0s
6rgdos mais acometidos pelos processos toxico-quimicos destacam-se as branquias, o figado e
os rins. Porém, o figado pode ser considerado o mais importante devido suas funcGes de
biotransformacdo e bioeliminacdo de xenobidticos absorvidos no organismo (KLEINOW et
al.,, 2008; HINTON et al., 2008). Alteracdes vacuolares foram as mais expressivas
encontradas em todos os tratamentos. Estas variaram desde uma simples tumefacdo até a
esteatose. Ambos processos, porém, foram difusamente distribuidos no peixes expostos por
60 min. Nestes, também foi observado pequenos nichos de hepatdcitos necréticos
caracterizados por intensa eosinofilia citoplasmatica, caridlise nuclear com desarranjo
cordonal. Estas lesdes constituem-se achados importantes, especialmente aquelas classificadas
com fator de importancia 11, sugerem que o diflubenzuron interfira no metabolismo hepético
de forma irreversivel. Por outro lado, as alteracOes associadas a tumefacdo e o acimulo de
gordura sugerem estagios intermediarios expressos por variacbes no equilibrio das funcGes
reguladoras celulares, uma resposta tipicamente observada na intoxicagdo por diversos
grupamentos quimicos (SCHWAIGER et al.,1997; WOLF & WOLFE, 2005).

Embora esse mecanismo ndo seja totalmente conhecido, é possivel que os radicais
eletrofilicos derivados dos compostos xenobidticos atuem clivando os acidos graxos
polinsaturados da membrana plasmatica, estimulando a sintese de glutationa-s-transferase.

Esta por sua vez, se conjuga com a glutationa, reduzindo os efeitos nocivos celulares. Assim,
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a reducdo das taxas de conjugacdo poderia aumentar a concentracdo de xenobidtico levando a
injaria celular (YOUNG et al., 1986). De forma geral, nossos achados s&o consistentes com 0s
previamente reportados por Maduenho & Martinez (2008) e Priya et al., (2016) suportando a
hipdtese de que a exposicdo ao diflubenzuron pode induzir alteragées na morfologia e
possivelmente na funcdo hepética. Cabe ressaltar que a aplicacdo desse produto nas
pisciculturas difere do ambiente experimental onde os peixes apresentam condicgdes
ambientais apropriadas e livres de parasitas. A presenca de parasitas e amplas variaces na
qualidade da &gua podem potencializar os efeitos de um agente quimico aumentando as
chances de perdas na producéo (PAIXAO et al., 2013; FRIES et al., 2016).

A realizagéo de testes de toxicidade baseados em tratamentos convencionais aplicados
rotineiramente em pisciculturas geram informacdes pertinentes sobre possiveis riscos de
contaminacdo presentes na producdo aquicola. O avanco no conhecimento dos efeitos toxicos
de quimioterapicos é fundamental para elaborar e estabelecer técnicas que ndo prejudiquem a

salde dos peixes e diminua riscos de contaminagdo ambiental.

6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstram que o diflubenzuron quando usado na dosagem de
70 mg L™ na forma de banhos de imersdo por 30, 60 e 120 minutos apresenta pouco efeito
sobre os valores hematoldgicos. No entanto, provoca alteracdes subletais no parénquima
hepatico que podem afetar o desempenho e a eficiéncia dos peixes tratados nos sistemas
comerciais.

O tratamento convencional representado neste trabalho foi considerado de baixa
toxicidade para o P. mesopotamicus. N&o foram registradas mortalidades nos peixes expostos
ao diflubenzuron, e as alteragdes histoldgicas em sua maioria sdo reversiveis apds o término
da exposicdo, indicando que o inseticida ndo apresentou efeitos severos no tratamento

proposto.
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