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RESUMO

Os agrotoxicos sao ingredientes ativos com elevado grau de toxicidade comprovada,
podendo causar alteracdes morfofisiologicas até mortalidade de organismos. Ha
estudos que evidencia prejuizos causados por esses produtos em agua, solo, insetos,
crustaceos, anfibios e peixes, devido a exposi¢ao direta, no momento da aplicacao
dos toxicos, ou indireta, pelos residuos que permanecem no meio ambiente. Os
herbicidas sdo o0s principais agrotoxicos detectados em aguas superficiais e
subterraneas, como por exemplo o Picloram e 2,4-D que podem permanecer por anos
no meio ambiente, e além disso, a formulacdo comercial destes, é de facil acesso e
baixo custo, podendo ser adquirida individualmente ou de forma associada. Apesar
de muitos estudos sobre esses ingredientes ativos, ainda néo foi possivel esclarecer
seus mecanismos de a¢ao nos organismos, exceto em plantas. Dessa forma, néo se
sabe a proporcéo dos riscos ambientais e no ser humano. Sendo assim, este estudo
divide-se em trés capitulos: o primeiro aborda uma revisdo descritiva da literatura
sobre ecotoxicologia, agrotoxicos e biomarcadores e uma analise cienciométrica da
utilizacdo do Colossoma macropomum em estudos toxicolégicos; O segundo artigo
avalia a toxicidade aguda da associacdo dos herbicidas 2,4-D e Picloram em
Colossoma macropomum. E o terceiro avalia as alteracbes comportamentais e
histologicas em peixes da espécie Colossoma macropomum expostos a associacao
dos herbicidas 2,4-D e Picloram. Todos os experimentos realizados neste estudo
foram aprovados pelo Ceua/Ufopa, sob o nimero de protocolo n° 0120190053, e
seguiram diretrizes internacionais para avaliacdo de sensibilidade e toxicidade aguda
da Usepa n° 850.1075/2006 e OECD n° 203/1992. Os peixes da espécie Colossoma
macropomum demonstraram ser organismos-teste emergentes em estudos
toxicolégicos principalmente no Brasil, como observado atravées da analise
cienciométrica. Através dos ensaios de sensibilidade, a espécie confirmou sua
usabilidade para teste de toxicidade e biomonitoramento ambiental. Dessa forma,
avaliou-se o Colossoma macropomum em cinco concentracdes distintas (3,5; 5 ;6; 7;
8 mg/L) da formulagdo comercial do 2,4-D e Picloram, em um sistema estatico,
estimando a CLso-9sh em 5,54 mg/L através método de Trimmed Spearman-Karber.
Em paralelo a exposicdo aguda, foi avaliado os pardmetros comportamentais, através
de registros em video nos tempos 0, 2, 4, 6, 8, 12, 24, 48, 72 e 96 horas apds a

exposicao. A analise histologicos foi realizada nas branquias e figados dos peixes



coradas em hematoxilina e eosina. As alteragdes comportamentais avaliadas foram
nado excitatério, permanéncia na zona superior, respiracdo na superficie, perda de
equilibrio, nado erratico, espasmo e paralisia. As alteracbes histolégicas nas
branquias foram hiperplasia e degeneracao das lamelas, e no figado, a vacuolizacao
intercelular. Portanto, os resultados demonstraram que no Colossoma macropomum
€ um organismo em potencial para estudos toxicoldgicos de biomonitoramento. A sua
exposicdo aos herbicidas Picloram e 2,4-D demonstraram varias alteracfes
comportamentais e histolégicas, comprovando seus riscos ao meio ambiente,
inclusive aos humanos que residem proximo as plantacbes que fazem uso desse

agrotoxico.

Palavras Chaves: Ecotoxicologia. Toxicidade Aguda. Comportamento Animal.
Histopatologia.



ABSTRACT

Pesticides are active ingredients, with a high degree of proven toxicity, can cause
morphophysiological changes and even mortality of organisms. There are studies
showing their damage to water, soll, insects, crustaceans, amphibians and fish due to
direct exposure, at the time of application, or indirect, by residues that remain in the
environment. Herbicides are the main pesticides detected in surface and ground water.
Picloram and 2,4-D are examples of these herbicides that can remain in the
environment for years. Due to its commercial formulation is accessible and affordable,
the population can easily purchase individually or in combination. Despite there are
many studies with these active ingredients, it has not been possible to clarify their
mechanisms of action in organisms, except in plants. Thus, the proportion of
environmental and human hazards is unknown. This study contains 3 chapters: the
first deals with a descriptive review of the literature on ecotoxicology, pesticides and
biomarkers and a scientometric analysis of the use of Colossoma macropomum in
toxicological studies. The second article evaluates the acute toxicity of the association
of the 2,4-D and Picloram herbicides in Colossoma macropomum. And the third
evaluates the behavioral and histological changes in fish of the species Colossoma
macropomum exposed by association of the herbicides 2,4-D and Picloram. The
experiments performed in this study were approved by CEUA/UFOPA, under protocol
No. 0120190053, and followed international guidelines for the assessment of acute
sensitivity and toxicity of USEPA No. 850.1075/2006 and OECD No. 203/1992. The
fish of the species Colossoma macropomum have been shown to be emerging test
organisms in toxicological studies mainly in Brazil, as observed through the
scientometric analysis. Through sensitivity tests, the species confirmed their usability
for toxicity testing and environmental biomonitoring. Thus, Colossoma macropomum
was evaluated at five different concentrations (3.5, 5, 6, 7, 8 mg / L) of the commercial
formulation of 2,4-D and Picloram in a static system, estimating the LCso- 96h at 5.54
mg/L by Trimmed Spearman-Karber method. The behavioral parameters were
evaluated by video recording at 0, 2, 4, 6, 8, 12, 24, 48, 72 and 96 hours after exposure.
Histological analysis was performed on the gills and liver of fish stained with
hematoxylin and eosin. The behavioral changes evaluated were excitatory swimming,
stay in the upper zone, surface breathing, loss of balance, erratic swimming, spasm

and paralysis. The histological changes in the gills were hyperplasia and lamella



degeneration, and in the liver, intercellular vacuolization. Therefore, the results
demonstrated that Colossoma macropomum is a potential organism for biomonitoring
toxicological studies. Its exposure to the herbicides Picloram and 2,4-D showed several
behavioral and histological changes, proving their risks to the environment, including

humans who live near the plantations that use this pesticide.

Keywords: Ecotoxicology. Acute Toxicity. Animal Behavior. Histopathology.
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INTRODUCAO

Os estudos ecotoxicologicos surgiram para compreensdo dos problemas
de contaminacédo de corpos de agua por substancias toxicas provenientes de metais
pesados ou residuos do uso de agrotoxicos, resultado da atividade antropogénica
sobre o meio ambiente (ARIAS, 2007). O Brasil, por possuir uma economia voltada
para 0 agronegocio, lidera no consumo e producdo de agrotoxicos. Em detrimento
desse uso desenfreado, expde o0 meio ambiente, principalmente o ecossistema
aguatico, e a populacéo aos efeitos nocivos dessas substancias (INCA, 2015).

Os principais 6rgaos internacionais que discutem sobre autoriza¢éo e 0 uso
de agrotdxicos sao: Organizacdo para Cooperacao e Desenvolvimento Econdmico
(OECD), Organizacdo das Nacdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO),
Organizacdo Mundial da Saude (OMS). No entanto, cada pais tem autonomia para
adotar as recomendacg0des desses 6rgaos (ERBACH, 2012).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), instituicao
gue visa promover a protecdo da saude da populacado, por intermédio do controle
sanitario da producdo e consumo de produtos e servicos submetidos a vigilancia
sanitaria (BRASIL, 1999), determina que agrotéxicos sdo ingredientes ativos com
elevado grau de toxicidade aguda comprovada e que causam problemas
neurolégicos, reprodutivos, de desregulacdo hormonal e até cancer (BRASIL, 2011).

Os casos de exposicdo podem ser: agudo, que aparecem durante ou apos
0 contato da pessoa com o produto e apresentam caracteristicas bem marcantes. Ou
crbnico, que podem aparecer semanas, meses, anos, ou até mesmo geracdes apos
o periodo de uso e contato com o produto (PERES; MOREIRA, 2003).

Além dos danos a salude humana, os agrotoxicos sdo um risco para 0 meio
ambiente. Lopes e Albuquerque (2018) evidenciaram o prejuizo causado sobre os
insetos, agua, solo e peixes pelo uso dessas substancias, muitas vezes, por
alteracbes causadas em seu habitat natural. Aléem disso, identificou-se que nos
individuos afetados podem ocorrer alteracdes em células epiteliais, aneurismas,
alteracdes capilares e velocidade da natagdo em peixes, assim como, acumulos de
agrotoxicos no organismo. Os agrotoxicos frequentemente detectados em aguas
superficiais e subterraneas sao os herbicidas (KNISS, 2017; TANG et al., 2018).

Segundo o estudo epidemiolégico realizado por Pignati et al. (2017), os
principios ativos mais frequentemente utilizados nos anos entre 2012 a 2016 foram
Glifosato (Herbicida), Clorpirifés (Inseticida), 2,4-D (Herbicida), Picloram (Herbicida),
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Atrazina (Herbicida), Oleo mineral (Adjuvante), Mancozebe (Fungicida),
Metoxifenozida (Inseticida), Acefato (Inseticida), Haloxifope-P-Metilico (Herbicida),
Lactofem (Herbicida), Metomil (Inseticida), Diquate (Herbicida), Picoxistrobina
(Fungicida), Flumetsulam (Herbicida), Teflubenzurom (Inseticida), Imidacloprido
(Inseticida), Lambda cialotrina (inseticida), Imazetapir (Herbicida), Azoxistrobina
(Fungicida) e Flutriafol (Fungicida).

Atualmente o uso associado de agrotéxicos vem ganhando destaque, pois
amplia seu espectro de acdo e reduz o seu valor comercial, tornando-se uma
vantagem para os agricultores de pequeno, médio e grande porte. No entanto, essa
associacao também aumenta os riscos de exposicdo a populacdo e ao meio ambiente.
O caso mais comum é 2,4 D e Picloram, que possuem suas formulacfes
comercializadas individualmente e de forma associada, a exemplo o Tordon®,
recomendado para o controle de dicotiledbneas indesejaveis de porte arboreo,
arbustivo e subarbustivo em pastagens e para a erradicagéo de eucalipto na reforma
de areas florestais. Com a facilidade de ter um pesticida “multiuso” a baixo custo,
aumenta-se o consumo do mesmo, dessa forma, sendo necessario os estudos dos
efeitos de sua exposi¢cao (TORDON, 2017).

O uso dessa substancia associada, € perigoso ao meio ambiente, pois €
classificado “altamente persistente” no meio e “altamente mével”’, podendo atingir
principalmente, aguas subterraneas. Esse direcionamento do pesticida para agua dos
rios inicia o processo de poluicdo do ecossistema aquatico. Algas e peixes Sao 0s
primeiros a serem expostos, sendo notorio a alteracdo comportamental, fisiolégica ou,
até mesmo, aumentando a mortalidade. Algumas substancias podem ficar
acumuladas e ser passadas entre o0s niveis troficos (RUBBO, 2015; TORDON, 2017).

Este estudo divide-se em trés capitulos com objetivos distintos. O primeiro
aborda uma revisdo descritiva da literatura sobre ecotoxicologia, agrotoxicos,
biomarcadores e uma analise cienciométrica da utilizagdo do Colossoma
macropomum em estudos toxicolégicos. O segundo artigo avalia a toxicidade aguda
da associacdo dos herbicidas 2,4-D e Picloram em Colossoma macropomum. E o
terceiro avalia as alteracdes comportamentais e histoldégicas em peixes da espécie

Colossoma macropomum expostos a associacao dos herbicidas 2,4-D e Picloram.



19

CAPITULO | - REVISAO BIBLIOGRAFICA
1 AGROTOXICOS

A utilizacdo de compostos quimicos no controle de insetos e plantas
daninhas tem sido uma pratica comum por milhares de anos. Ha registros de que 400
a.c. 0s romanos usavam produtos residuais (cinzas, sais, lodo de fornalhas) toxicos
para a maioria das plantas. No século XVII, o uso de herbicidas orgéanicos foi
intensificado na agricultura, visto que o cultivo de monoculturas deu inicio ao
aparecimento de pragas (SOLOMON et al., 2010). Em 1931, com a producéo sintética
do inseticida DDT (diclorodifeniltricloroetano) foi reconhecida a eficiéncia do controle
quimico marcando o inicio da era quimica na producdo vegetal (TAVELLA et al.,
2011). O que ocasionou a revolucdo verde na década de 1950, que objetivava
aumentar a producao agropecuaria.

O alto consumo dos agrotoxicos no Brasil ocorreu durante o regime militar
através: da formacédo de complexos agroindustriais e do Plano Nacional de Defensivos
Agricola (PND) que substituiram a politica de importacdo de venenos agricolas
(SAMPAIO; NETO, 2018). O uso de agrotoxicos e fertilizantes nas lavouras tem
crescido a cada ano, sendo que, em 2008, o Brasil se destacou como o0 maior
consumidor mundial de agrotéxicos e mantém, desde entéo, posi¢cdo de destaque no
mercado mundial desses produtos (BRASIL, 2017).

Os agrotdoxicos com maiores importancias em niveis de intoxicacdo —
devido, principalmente, ao mecanismo de acao toxico e efeitos clinicos provocados —
podem ser quimicamente divididos em organofosforados, carbamatos,
organoclorados, glifosato, piretrinas e piretroides, dipiridilos, clorofenoxiacéticos,
ditiocarbamatos, compostos de cobre, triazois, fosfeto de aluminio, fosfeto de zinco,
fluoroacetato de sddio e estricnina (OGA, CAMARGO, BATISTUZZO, 2014).
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Tabela 1 — Sinbnimos, classificacdo e composi¢ao dos agrotoxicos.

Sinbnimos Classe Composicdo Quimica
Agrotoxico; Herbicidas Organofosforados/ Carbamatos;
Pesticida; Inseticidas Organoclorados;
Defensivo agricola; Fungicidas Glifosato;
Praguicida; Bactericidas Piretrinas e Piretroides;
Biocida; Dipiridilos;
Agroquimico; Clorofenoxiacéticos;
Remédio de planta; Ditiocarbamatos;
Veneno; Compostos de cobre;
Triazois;

Fosfeto de Aluminio;
Fosfeto de Zinco;
Fluoroacetato de Saédio;
Estricnina;

Fonte: Autor (2019)

1.1 BREVE HISTORICO

Embora ndo haja registros dos primeiros agrotoxicos criados no mundo,
sabe-se que foram elaborados no periodo da segunda guerra mundial. Seu principal
objetivo era manipulacéo de substancias quimicas letais voltado para “solucfes” de
alguns conflitos militares. ApGs a guerra, a utilizacdo das substancias se tornou
inviavel. Na década de 1950, o cenario de pds-guerra aumentou O crescimento
populacional e econbmico que por usa vez aumentou a demanda de alimentos e
matéria prima, fazendo-se necessario a utilizacao de novas tecnologias na agricultura.
Dessa forma, foram reaproveitados as estruturas laboratoriais e os principios ativos —
antes de cunho bélico — para combater insetos causadores de quebra na producao
agricola (MORANGAS; SCHNEIDER, 2003).

A introducdo dos agrotoxicos no Brasil ocorreu nos anos 1940
concomitantemente a Revolucdo Verde. Novas tecnologias baseadas no uso agentes
qguimicos foram disponibilizadas aos agricultores aumentando a produtividade através
do controle de doencas e protecao contra pragas (BORSOI et al., 2014; COSTA;
PIRES, 2016).

As primeiras producdes de agrotoxicos no Brasil ocorreram em 1946. Mas
0S incentivos para o consumo foram mais intensos a partir de 1965, atraves da criagao
do Sistema Nacional de Crédito Rural (SNCR), que liberava crédito a compra de
insumos agricolas. Em 1975, foi criado o Plano Nacional de Defensivos Agricolas

(PNDA) que incentivava a criacdo de empresas nacionais ou atracdo de empresas
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internacionais no ramo de insumos agricolas, efetivando a instalacdo das primeiras
industrias de agrotoxicos no Brasil (COSTA; PIRES, 2016).

1.2 LEGISLACAO BRASILEIRA

A legislacdo brasileira iniciou a legalizagdo dos agrotéxicos no ano de 1934
com a criacdo do Decreto 24.114, aprovando o Regulamento de Defesa Sanitaria
Vegetal do Ministério da Agricultura. Apesar de vago e ndo especifico, controlava as
vendas dos ingredientes ativos sem registros. Somente a partir de 1988, através da
Constituicao Brasileira, que foram abordadas as preocupacdes na qualidade de vida
e do meio ambiente (COSTA; PIRES, 2016).

Atualmente os agrotdxicos sao regidos pela lei 7.802/1989 (BRASIL, 1989)
e o decreto 4.074/2002 que o regulamenta (BRASIL, 2002), caracterizando o processo
desde o momento de criacéo até o destino final do agrotéxico:

Dispde sobre a pesquisa, a experimentacdo, a producdo, a embalagem e
rotulagem, o transporte, 0 armazenamento, a comercializa¢éo, a propaganda
comercial, a utilizacdo, a importagdo, a exportacdo, o destino final dos
residuos e embalagens, o registro, a classificacéo, o controle, a inspecao e a
fiscalizacdo de agrotéxicos, seus componentes e afins, e da outras
providéncias (...) aos produtos e aos componentes de processos fisicos,
guimicos ou biolégicos destinados aos setores de producao, armazenamento
e beneficiamento de produtos agricolas, pastagens, protecao de florestas e
também em ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja
alterar a composicao da flora e da fauna, a fim de preserva-la da agao danosa
de seres vivos considerados nocivos, bem como substancias e produto,
empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores do
crescimento.

Recentemente, discute-se sobre a revisao da legislacdo dos agrotoxicos
através do Plano de Lei 6.299/2002, que altera os artigos 3° e 9° da Lei n® 7.802/1989.
Esse plano ficou conhecido como ‘Pacote de Veneno’, corroborando os interesses
econdbmicos do agronegocio no lugar da defesa da saude e do meio ambiente, a
comecar pela substituicdo do conceito de agrotoxico (definida de acordo com
Constituicao Federal de 1988) por “produtos fitossanitarios” e “defensivos agricola”
(PORTO, 2018).

Os agrotoéxicos, nomeado segundo a Lei n° 7.802/1989 como “compostos
de substancias quimicas destinadas ao controle, destruicdo ou prevencéo, direta ou
indiretamente, de agentes patogénicos para plantas e animais Uteis e as pessoas”,

também sdo chamados, popularmente, de pesticida, praguicida, defensivo agricola,
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biocida, agroquimico, remédio de planta e veneno. Sua maior utilizagdo € na
agricultura, contudo, também utilizados na saude publica (controle de vetores), no
tratamento de madeira, no armazenamento de grédos e sementes, na producao de
flores, no combate a piolhos e outros parasitas no homem e na pecuaria (BRASIL,
2002; PERES, 2003).

Além da alteracdo de nomenclatura, o Plano de Lei n°® 6.299/2002 visa a
retirada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) e do Instituto Brasileiro
do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (Ibama) em diversas
atribuicbes no processo de licenciamento, ampliando os poderes regulatérios do
Ministério da Agricultura (PORTO, 2018).

O parecer aprovado, com 18 votos a favor e nove contrarios ao texto do
Plano de Lei n® 6299/200, deve seguir para o Plenario da Camara dos Deputados,
onde requer a presenca de, no minimo, 257 deputados. Se aprovado, segue para
sancdo do Presidente da Republica. Se rejeitado, sera arquivado, e sO sera
novamente apreciado se houver novo projeto em outra sessao legislativa, ou mediante
proposta da maioria absoluta dos membros de qualquer das Casas do Congresso
Nacional, caso em que podera ocorrer na mesma sessao legislativa. (MACHADO,
2018; NASCIMENTO, 2018)

1.3 LEGISLACAO INTERNACIONAL

Na legislacéo internacional, os agrotéxicos sao categorizados em produtos
de protecdo para plantas (PPP) e substancias ativas. Os PPPs sdo compostos
quimicos usados para protecdo da colheita através da morte ou controle de pragas ou
ervas. As substancias ativas tem a mesma funcéo dos PPPs, porém podem ser de
origem quimica ou biolégica com a mesma finalidade (ERBACH, 2012).

Na Unido Europeia, a legislacdo foi intensificada, em 2009, através do
pesticide package. 72% da populacdo estava preocupada com o uso de agrotoxicos.
Dessa forma, foi elaborado os processos para autorizagdo, estruturagcao para o uso
sustentavel, abordagem estatistica e novas regras de aplicacdo dos agrotoxicos que
deveriam ser aderidos por varios paises membros. (ERBACH, 2012).

Nos Estados Unidos, os agrotoxicos sao regulados pela Lei Federal de
Inseticidas, Fungicidas e Rodenticidas (Fifra) e a Lei Federal de Alimentos,

Medicamentos e Cosmeéticos (FFDCA). Em todos 0s casos, a Lei exige a supervisao
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da Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA) em estudos e revisdo de cada agrotoxicos
(EPA, 2019).

Na Asia, devido a cultura do agricola, € muito forte a utilizacdo de
agrotoxicos nas plantacdes. Embora diversos paises ndo possuam um controle mais
rigidos dos produtos toxicos, a Organizacao das Nac¢des Unidas para a Alimentacéo
e a Agricultura (FAO) relata sobre a grande preocupacdo da utilizacdo dessas
substancias. Diante disso, foi criado o Codigo de Conduta Internacional sobre
Distribuicdo e Uso de Pesticidas que proporciona uma troca de informacoes e alertas
sobre 0 uso de cada substancias baseados na OECD e outros encontros que ocorrem
para discutir sobre os agrotoxicos (FAO, 2012)

1.4 CLASSIFICACAO
1.4.1 Acido Piridinocarboxilico (Picloram)

O Picloram (acido 3,5,6-tricloro-4-amino-2-piridinocarboxilico) é um
herbicida da classe dos &cidos piridinocarboxilicos — composto heteroaromaticos que
possuem trés isdbmeros: acido picolinico, acido nicotinico e acido isonicotinico (Tabela
1). Ele tem amplo espectro, altamente sollvel em agua, empregado para matar
plantas de folhas largas indesejadas em pastagens, florestas e jardins. No Brasil, é
um dos herbicidas de maior uso em pastagens. Seu uso no controle de ervas daninhas
tem sido fundamental no cultivo de grandes areas agricolas (RODRIGUES; ALMEIDA,
2011; SILVA et al., 2012; FRANCESCHI et al., 2019).

O Picloram possui uma acidez fraca (pKa = 2,3) e solubilidade de 560 mg/L,
com baixa absor¢cao pelo solo, o que demonstra possuir persisténcia no ambiente
acima de um ano (PEREIRA et al., 1994; SANTOS et al., 2006), sendo seu principal
meio de dispersdo a lixiviagdo, escoamento superficial, ou descarga de &gua
subterranea (TANG et al., 2018). Dessa forma, tornou-se uma substancia preocupante
para as espécies sucessiveis, principalmente aquatica (FRANCESCHI et al., 2019).

A Dose Letal Média (DLso) do Picloram puro em ratos é de
aproximadamente 8200 mg/kg. No entanto, seus sais sdo mais toxicos. Por exemplo,
a DLso de sal de potassio € de 954 e 686 mg/kg para ratos machos e fémeas,
respectivamente (SALLA et al., 2019).
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Tabela 2 — Informacdes gerais sobre o herbicida Picloram.

O

I _N
CIz 1~ oH
Y ¢

NH,

Nome IUPAC 4-amino-3,5,6-trichloropyridine-2-carboxylic acid
Nome comum Picloram

Formula Molecular CsH3CIzN2O2

Massa Molar 241,46 g mol-1

Grupo Quimico Acido piridinocarboxilico

Classe Herbicida

Classificag@o Toxicologica | - Altamente TOxico

Fonte: BRASIL adaptado (2007).

Em teste com animais, o Picloram foi rapidamente absorvido do trato
gastrintestinal (meia vida de 0,5 horas) e rapidamente excretado ndo modificado pela
urina; mais que 76% do produto aplicado oralmente foram excretados na urina durante
as primeiras seis horas e mais que 87% foi excretado na urina em 72 horas. Por
comparacao, Picloram foi levemente absorvido através da pele (meia-vida de 12
horas) e, baseando-se na quantidade de Picloram excretado na urina, somente uma
pequena fracdo (0,18%) do Picloram aplicado a pele foi absorvida. Em resumo, estes
dados demonstram que Picloram é rapidamente excretado tendo um baixo potencial
para acumular no homem durante exposi¢cdes agudas (PICLORAM, 2014).

Atraves de testes realizados com roedores em laboratério pode-se definir
alguns sinais e sintomas, observados clinicamente, que caracterizam a exposicéo ao

Picloram (Tabela 2):
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Tabela 3 — Sinais e Sintomas Clinicos da Exposi¢cdo Aguda ao Pesticida Picloram.

Dados de exposicdo de humanos a doses elevadas séo limitados. Pode
ocorrer nausea apos exposicao a grande quantidade. A sua baixa presséo
Exposicao de vapor torna a toxicidade por via inalatoria improvavel. O picloram ndo é
aguda descrito como sendo um sensibilizante. O seu pdé pode ser irritante aos
olhos, pele, nariz, garganta e trato respiratério. E improvavel que ocorra
dano a cornea.

Respiratdrio O p6 do picloram ¢€ irritante para o trato respiratorio

Embora néo tenham sido relatados ataques epilépticos em humanos, eles

Neurolégico S i
ocorreram em animais expostos a doses fatais.

Pode ocorrer nausea apés ingestao de grande quantidade de picloram. O

Gastrintestinal picloram é rapidamente absorvido pelo trato gastrintestinal.

Pode ocorrer ndusea apos ingestdo de grande quantidade de picloram. O

Hematologico picloram é rapidamente absorvido pelo trato gastrintestinal.

Dermatolégico Moderadamente irritante e lentamente absorvido através da pele.
Fonte: Picloram adaptado (2014).

1.4.2 Acido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D)

Pertencente ao grupo quimico dos &cidos ariloxialcandico (Figura 2), o
Pesticida 2,4-D (&cido 2,4-diclorofenoxiacético) € um herbicida seletivo para aplicacéo
no controle de plantas infestantes nas culturas de trigo, milho, soja, arroz (irrigado e
de sequeiro), aveia, sorgo, cana-de-acucar, café e pastagens de Braquiaria. O 2,4-D
foi um dos primeiros herbicidas de auxina sintética desenvolvido durante a Segunda
Guerra Mundial (1940), conhecido como agente laranja, sendo responsavel pela morte
de milhares de soldados e civis, pela contaminacdo dos rios e mares e seres Vvivos
presentes nos ambientes em que foi jogado. O baixo custo e com sua nova formulacéo
a partir de sal de colina, que garante menos toxicidade, atualmente, torna o herbicida
mais utilizado no mundo (PETERSON, 1967; LUCCHESI, 2005; SONG, 2014;
QUEIROZ, 2018).
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Tabela 4 — Informacdes gerais sobre o herbicida 2,4-D.

O

O
OH

Cl Cl

Nome IUPAC Acido 2,4-diclorofenoxiacético
Nome comum 2,4-D

Formula Molecular CgHsCl203

Massa Molar 221,02 g mol-1

Grupo Quimico Acido ariloxialcandico

Classe Herbicida

Classificagdo Toxicologica | - Altamente Toxico

Fonte: BRASIL (2016)

Estudos realizados em animais de laboratério mostraram que o 2,4-D é
excretado principalmente através da urina (84 a 94% do 2,4-D administrado, a
excrecao € facilitada e acelerada quando a urina esta alcalina) e a eliminacéo fecal
como via secundaria de excrecdo (2 a 11%). Apenas uma pequena fracdo de 2,4-D
foi encontrado nos tecidos e carcaca (0,4 a 3,0%) apos 48 horas. Os mecanismos de
toxicidade em humanos néo sdo conhecidos (NORTON 2,4-D, 2017).

Através de testes realizados com roedores em laboratério pode-se definir
alguns sinais e sintomas, observados clinicamente, que caracterizam a exposi¢céo ao
2,4-D (Tabela 5):
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Tabela 5 — Sinais e Sintomas Clinicos da Exposicdo Aguda ao Pesticida 2,4-D

Exposicdo aguda

A maior parte dos casos fatais envolvem faléncia renal, acidose
metabdlica, desequilibrio hidroeletrolitico, resultando em uma faléncia
multipla de 6rgdos. Pode ocorrer irritacdo nos olhos, nariz e boca apos
contato direto.

Ingestéo

Podem ocorrer miose, coma, febre, hipotenséao, vomito, taquicardia,
bradicardia, anormalidades no eletrocardiograma, rigidez muscular,
insuficiéncia respiratéria, edema pulmonar e rabdomidlise.

Patofisiologia

Esses agentes sdo primariamente irritantes, mas foi relatado um caso
de alteracGes degenerativas das células cerebrais e toxicidade do
sistema nervoso central.

Cardiovascular

Na overdose, relatou-se taquicardia, bradicardia, anormalidades no
eletrocardiograma, assistolia, outras disritmias e hipotensao.

Respiratorio

Ingestdo de grande quantidade pode causar bradipnéia, insuficiéncia
respiratoria, hiperventilagdo ou edema pulmonar. Um odor peculiar é
sentido no ar expelido pelo paciente.

Neurolégico

A) Exposicdo a baixas doses: podem ocorrer, dependendo do
composto envolvido, vertigem, dor de cabeca, mal estar e
parestesias.

B) Exposicdo a doses elevadas: podem ocorrer, dependendo do
composto envolvido, contragdes musculares, espasmos, fraqueza
profunda, polineurite e perda de consciéncia.

C) Reacdes idiossincraticas: neuropatias periféricas.

Gastrintestinal

Foram relatadas nauseas, vomito, diarréia e necrose da mucosa
gastrintestinal.

Hepdtico

Foram relatadas elevagbes nas enzimas lactato desidrogenase,
ASAT e ALAT

Genitourinario

Podem ocorrer albumintria e porfiria; faléncia renal devido a
rabdomidlise também é possivel.

Hidro-eletrolitico

A ingestdo de 2,4-D pode levar a hipocalcemia, hipercalemia e
hipofosfatemia

Hematol4gico

A trombocitopenia é o efeito hematoldgico primario. A leucopenia
também j4 foi relatada

Dermatolégico

O contato direto pode causar irritagdo na pele.

Musculoesquelético

Podem ocorrer espasmos musculares, rigidez muscular, elevacéo da
creatina quinase e rabdomidlise

Endécrino

Foi relatada hipoglicemia em caso de intoxicagdo aguda por 2,4-D.
Estudos com animais mostraram decréscimo nos niveis de T3 e T4,
mas esse efeito nao foi relatado em humanos.

Fonte: 2,4-D NORTON adaptado (2017).
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1.4.3 Associagao Picloram e 2,4-D

A associacdo de Picloram e 2,4-D é recomendada devido ao seu baixo
custo e facil acesso. Sua utilizacdo tem o objetivo de controlar as dicotiledéneas
indesejaveis e a erradicar o eucalipto na reforma de areas florestais. Ndo afeta as
monocotiledéneas, pois funciona como um anélogo estrutural de um hormonio
vegetal, o acido indolil-3-acético (AIA, auxina), que induz o crescimento celular, o
alongamento e a divisdo. Sua formulacdo comercial chama-se Tordon® registrado no
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — Mapa sob n° 0358709 (BHAT
et al., 2015; TORDON, 2017).

O aumento do consumo da combinacao dos herbicidas 2,4-D e Picloram
ocorreu devido ao desregistro do herbicida, 2,4,5-T (acido 2,4,5-triclorofenoxiacético),
um dos trés ingredientes que deram origem ao agente laranja, com alto potencial
mutagénico (MERU, 1990).

Os efeitos toxicos agudos do fenoxiacéticos em mamiferos podem provocar
lesBes degenerativas hepaticas e renais, lesdes no Sistema Nervoso Central (SNC),
neurite periférica retardada. Dentre os principais sintomas de intoxicacdo aguda e
sintomas primarios destacam-se: perda de apetite, irritacdo da pele exposta, enjdo e
irritacdo do trato gastrintestinal, vomitos, fasciculagdo muscular, perda da visao,
mem©ria e concentracao, dermatite severa, toxico para os rins e figado e causa morte
por fibrilacdo ventricular. Como sintomas secundarios: esgotamento, vémitos, dores
toracicas e abdominais, fraqueza muscular, fasciculacdo muscular, confusdo mental,
convulsGes e coma; e como sintomas da intoxicacdo crbénica: acumulo no tecido
adiposo, inibicdo da funcdo imunologica do timo, efeitos mutagénicos em
microrganismo, células humanas e animais, considerado como alterador do sistema
enddcrino e reprodutor, diminui 0 nimero de esperma e sua mobilidade (OPAS, 1997;
GOMES, 2017).

2 TOXICOLOGIA

A toxicologia € a ciéncia que estuda os efeitos nocivos decorrentes das
interacOes de substancias quimicas com o organismo, sob condi¢des especificas de
exposicao. Além disso, é a ciéncia que investiga experimentalmente a ocorréncia, a
natureza, a incidéncia, 0s mecanismos e os fatores de risco dos efeitos deletérios dos
agentes guimicos. A toxicologia abrange uma vasta area do conhecimento, onde

atuam profissionais de diversas formacfes: Quimica Toxicologica, Toxicologia
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Farmacoldgica, Clinica, Forense, Ocupacional, Veterinaria, Ambiental, Aplicada a
Alimentos, Genética, Analitica, Experimental e outras areas (OGA, CAMARGO,
BATISTUZZO, 2014).

2.1 ECOTOXICOLOGIA

A Ecotoxicologia foi definida por Truhaut (1977) como “o ramo da
Toxicologia que estuda os efeitos toxicos das substancias naturais e artificiais, sobre
0s organismos vivos que constituem a biosfera”. De acordo com Rubinger (2009), a
Ecotoxicologia compreende as areas de estudo: das emissdes e entradas de
poluentes no ambiente abidtico, distribuicdo e destino nos diversos compartimentos;
da entrada e destino dos poluentes nas cadeias biologicas e suas formas de
transferéncia como alimento via cadeia tréfica; e avaliacdo qualitativa e quantitativa
dos efeitos toxicolégicos dos poluentes ao ecossistema com consequéncias ao
homem. A ecotoxicologia é uma ciéncia multidisciplinar que engloba vérias areas de
estudo, tais como biologia, quimica (organica, analitica e bioquimica), anatomia,
genética, fisiologia, microbiologia, ecologia, ciéncias dos solos, das &aguas e
atmosféricas, epidemiologia, estatistica e direito.

Dessa forma, compreende-se 0 conceito da ecotoxicologia como o sentido
mais amplo de toxicologia, pois estuda os efeitos toxicoldgicos no ecossistema (meio
abidtico e bidtico), como solo, ar, agua, flora e fauna, incluindo o homem. Contudo, é
importante diferenciar ambos os conceitos, pois a Toxicologia Ambiental esta apenas
estudando os impactos das substancias quimica no homem, enquanto que a
Ecotoxicologia avalia o todo, incluindo os efeitos que podem atingir ou ndo os seres

humanos (Figura 1).

2.2 CONCENTRACAO LETAL (CLso) E DOSE LETAL (DL50)

Concentracéo Letal e Dose Letal podem ser estabelecidas de acordo com
protocolos validados por 6rgdos de normalizagdo técnica nacional ou internacional:
Companhia Ambiental do Estado de Sao Paulo (Cetesb), Associacao Brasileira de
Normas Técnicas (ABNT), Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento
Econdmico (OECD) e Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA)
(Tabela 5).
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Figura 1 — Esquema de Ecotoxicologia e Toxicologia Ambiental

ECOTOXICOLOGIA TOXICOLOGIA AMBIENTAL

SUBSTANCIA

TOXICA

FLORA

¢

FAUNA

ECOSSISTEMA

Fonte: Autor (2019).

Tabela 6 — Normas validadas para testes ecotoxicol6gicos em peixes de dgua doce.

Normas

Identificacdo

CETESB L5.019

Teste de toxicidade aguda com peixes. Sistema Estatico, Semi-
estatico e de fluxo continuo.

ABNT NBR 15088

Ecotoxicologia aqudatica - Toxicidade aguda - Método de ensaio
com peixes (Cyprinidae)

OECD 203/1992 Fish, Acute Toxicity Test

EPA  850.1075 Fish Acute Toxicity Test, Freshwater and Marine

Fonte: Autor (2019).

A Concentracao Letal Média é a concentracao de um agente num meio que

causa mortalidade em cinquenta por cento (50%) da populagéo exposta, durante um

determinado periodo de tempo, por via respiratoria. A Dose Letal Média é a dose

calculada de um agente num meio que causa mortalidade em cinquenta por cento

(50%) da populacdo animal em condicbes bem definidas, por qualquer via de
administracdo, exceto por inalagdo (SOUZA, CUNEGONDES, MENDONCA, 2012;

CETESB, 2019).

2.3 CEO E CENO
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Concentracado de Efeito ndo Observado: maior concentracdo de agente
toxico que ndo causa efeito deletério significativo nos organismos no tempo de
exposicao e nas condicdes do teste (COSTA et al., 2008; USEPA, 2002).

Concentracéo de Efeito Observado: menor concentracdo de agente toxico
que causa efeito deletério significativo nos organismos no tempo de exposicao e nas
condi¢des do teste (COSTA et al., 2008; USEPA, 2002).

3 BIOMARCADORES

Os biomarcadores sao utilizados para compreensao de substancias ou
seus produtos de biotransformacgédo, com a intencdo de avaliar a intensidade da
eXxposicao e o risco a saude ou estimar o impacto de contaminantes emergentes em
organismos aquaticos, podendo ser classificados em trés tipos: de exposicédo, de
efeito e de suscetibilidade (Figura 2), os quais séo instrumentos que possibilitam
identificar a substancia téxica ou uma condicao adversa antes que sejam evidenciados
danos a saude (AMORIM, 2003; PERUSSOLO, 2018).

Os Biomarcadores de Exposicdo podem ser usados para confirmar e
avaliar a exposicao individual ou de um grupo, para uma substancia em particular,
estabelecendo uma ligacéo entre a exposicao externa e a quantificacdo da exposicao
interna. Para determinacdo, utiliza-se fluidos biolégicos como sangue, urina, ar
exalado. E sua quantificacdo ocorre por meio de uma analise iniciada pelo total
absorvido de substancia quimica até o sitio alvo. Como somente uma fracao da dose
alcanca o sitio alvo, os biomarcadores de exposicdo também sao conhecidos como
de dose interna (AMORIM, 2003).

Os Biomarcadores de Efeito podem ser usados para documentar as
alteracdes pré-clinicas ou efeitos adversos a saude decorrentes da exposicdo e
absorcdo da substancia quimica. Dessa forma, a ligacdo dos biomarcadores entre
exposicao e efeitos contribui para a definicdo da relacdo dose-resposta. O ideal para
utilizacdo de um biomarcardor de efeito € medir uma alteracdo biologica ainda em
estagio reversivel, quando ndo ocorre agravo a saude. Os biomarcadores de efeito
dividem-se em: biomarcadores de nefrotoxicidade, hepatoxicidade, genotoxicidade e
neurotoxicidade  (subdivido em em trés enfoques: neurofisiolégico,
neurocomportamental e neuroquimico) (AMORIM, 2003).

Os Biomarcadores de Suscetibilidade permitem elucidar o grau de resposta

da exposicdo provocada nos individuos. Através desse tipo de biomarcador
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compreende-se porque alguns individuos adoecem e outros ndo nas mesmas
condi¢cdes ambientais. A predisposicdo genética, além de fatores externos, tais como
idade, dieta, estilo de vida, podem influenciar/afetar a suscetibilidade de individuos

expostos a substancias quimicas (AMORIM, 2003).

Figura 2 — Esquema dos bioindicadores de exposicdo, de efeito e suscetibilidade do
momento da exposicéo a doenca.

Suscetibilidade

Fonte: Autor (2019).

3.1 PARAMETRO COMPORTAMENTAL

Dentro das areas da toxicologia, existe a Toxicologia Comportamental que
€ a mudanca de comportamento, induzida pelo estresse, que excede o limite normal
de variabilidade, podendo ser uma resposta toxicologica. A escolha de habitat, captura
de presas e fuga de predadores sédo classes de comportamento que afetam as
variaveis demogréaficas fundamentais como nascimento e morte e,
consequentemente, os padrbes da dindmica de populacbes e a estrutura das
comunidades. Dessa forma, através da Toxicologia Comportamental € possivel avaliar
parametros comportamentais que indicardo a exposicdo a substancias quimicas,
principalmente, nocivas (ANHOLT, 1997; MAGALHAES; FERRAO-FILHO, 2008).

Para estudar alteracbes no comportamento devido a exposicdo a
contaminantes na agua surgiu a Ecotoxicologia Comportamental Aquatica que é uma
ciéncia que estuda como o comportamento é modificado com contaminantes

ambientais. As alteracbes comportamentais podem representar respostas
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compensatorias reversiveis para imitar efeitos esperados ou efeitos irreversiveis de
um agente toXico em um mecanismo ou expressao comportamental apos o inicio de
processos toxicocinéticos e toxicodinamico, como o caso da inibicdo da enzima

acetilcolinesterase para os organofosforados e carbamato (GERHARDT, 2007).

3.2 PARAMETRO HISTOLOGICO

A investigacdo da histopatoldgica em peixes pode avaliar a saude da
populacao e de todo o0 ecossistema aquatico. Estudos no figado e em branquias, 6rgao
considerados mais sensiveis, demonstram alteracdes decorrentes de poluicdo
aquéatica (DEVI, MISHRA, 2013).

O parametro histolégico é considerado um dos indicadores da exposicao
de suma importancia para identificacdo e quantificacdo de alteracdes teciduais de
orgédos internos causados por efeitos tdxicos, pois permite uma rapida avaliacdo da
saude desses organismos (SCHWAIGER et al., 1997; SILVA, 2004).

Para avaliacdo dessas alteracfes sao realizadas trés fases: na primeira,
avalia-se o animal em estudo, em seguida, é avaliado e contabilizado as lesb6es
observadas, e por fim, calcula-se o indice de Alteragdo Histopatoldgica (IAH) para
comparacao da severidade das lesbes nos 6rgaos avaliados (Tabela 6).

Tabela 7 — Etapas para identificacao de alteracdes histoldgicas.

Etapa 1 - Céalculo do Valor Médio de Alteracédo (VMA) (SCHWAIGER et al., 1997).

Grau 1 Auséncia de alteracdo histopatoldgica;
Grau 2 Ocorréncia de lesées pontualmente localizadas;
Grau 3 LesBes amplamente distribuidas pelo érgéo.

Etapa 2 - Estagio das lesdes observadas nos animais expostos (Poleksic e Mitrovic-Tutundzic,
1994)

As alteragfes ndo sdo consideradas muito severas, ndo afetando o funcionamento do
orgao;

As alteracGes sdo moderadas comprometendo o funcionamento do érgéo, as

Estagio Il (E2) alteracdes sao lesbes reversiveis, mas se mantidas em exposi¢ado crénica podem
levar a alteragbes graves;

- As alteracBes sao severas comprometendo o funcionamento do érgédo sendo,
Estagio Il (E3) irreversiveis

Estégio | (E1)

Etapa 3 - Célculo do Indice de Alterac&o Histopatolégica (IAH) (Poleksic e Mitrovic-Tutundzic,
1994)

IAH =10° XE1 + 10! ZE2 + 10% ZE3
00-10 = funcionamento normal do tecido;
11-20 = danificagdo leve para moderada do tecido;
21-50 = modificagdo moderada para severa do tecido;
51-100 = modificacéo severa do tecido;
> 100 = danificacdo irreparavel do tecido.

Fonte: Autor (2019)
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4 Colossoma macropomum (CUVIER, 1818) COMO MODELO ANIMAL PARA
TESTES TOXICOLOGICOS: UMA ANALISE CIENCIOMETRICA

Os modelos animais sao ideais para estudo cientifico em diversos areas de
pesquisas. Através dele, pode-se ter uma melhor compreenséao e direcionamento para
evolugdo das pesquisas com humanos. Infelizmente, mesmo com o avango das
pesquisas in vitro e in silico, ainda é necessario a utilizacdo das pesquisas in vivo
devido a maior proximidade com os resultados da fisiologia humana e animal. As
espécies mais comuns como modelo sdo camundongos, ratos, coelhos e macacos.
Com a Lei Arouca (n° 11.794/08), os animais precisam ser definidos durante o
planejamento dos projetos e deve seguir as normas para a sua utilizacdo (FERREIRA,
HOCHMAN, BARBOSA, 2005; AMORIM, 2014; MENDES, SOUZA, 2017).

Para selecionar uma nova espécie para testes toxicologicos, € necessario
que o animal possua algumas caracteristicas determinantes. Primeiramente, deve ser
sensivel, ou seja, essa espécie deve demonstrar sensibilidade a uma diversidade de
agentes quimicos. Dessa forma, sera possivel garantir resultados precisos durante a
repetitibilidade e reprodutibilidade dos testes. Além disso, sado nhecessarios
conhecimentos prévios da biologia da espécie, como reproducéo, habitos alimentares,
fisiologia e comportamento, tanto para o cultivo quanto para a realizacao dos testes
(ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006; RASMSDORF, 2011).

Os peixes vém sendo amplamente utilizados como modelo para diversos
estudos. Suas caracteristicas fisiologicas e histologicas, respostas a substancias e
facilidade de criacdo e manutencédo os tornam uma boa escolha para experimento. O
Danio rerio é um peixe comumente utilizado em estudos genéticos, de
desenvolvimento, farmacolégicos, e de comportamentos sociais (BLASER; VIRA
2014).

Até o momento, poucos sao os estudos conduzidos com peixes de agua
doce da Ameérica do Sul para avaliacao de toxicidade e muito menos ainda se conhece
a respeito das respostas biolégicas das espécies de peixes endémicas brasileiras
(RASMSDORF, 2011).

Um peixe da regido amazonica com potencial para modelo animal é o
Colossoma macropomum, com varios estudos na area da toxicologia e
comportamental (BLASER; VIRA 2014; AMORIM, 2014)

O Colossoma macropomum, pertencente a subfamilia Serrasalminae

(Teleostei, Characiformes, Characidae), conhecido popularmente como Tambaqui, é
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um peixe de agua doce, nativo da América do Sul, nas bacias dos rios da Amazoénia
e de Orinoco, podendo alcangcar um metro de comprimento e 30 kg de peso em sua
fase adulta (Figura 3). Resistente a pH entre 5 a 7,8 e temperatura de 22°C a 28°C.
Sua alimentacdo muda nas suas fases de vida, em geral, consomem frutas, graos,
zooplancton, insetos, caracéis e plantas em decomposicdo (GOULDING;
CARVALHO, 1982; PINHEIRO-SOUSA et al., 2018).

Figura 3 — Imagem do Colossoma macropomum (CUVIER, 1818) em fase adulta.

Fonte: klimanaturali.org. Acesso em: 09 nov. 2019.

Atualmente, Colossoma macropomum, devido a facilidade de cultivar e a
demanda por informacgfes sobre seu estado de saude no ambiente, € visto como um
potencial “animal modelo” para o monitoramento ambiental na regido amazdnica
(CASANOVA, 2008; ARANHA, 2013)

Foram realizadas as buscas na base de dados ISI Web of Science (Wo0S)
da Clarivate Analytics (Figura 4). As palavras-chave utilizadas foram “Colossoma
macropomum” e “toxicity”, procuradas em titulos, palavras-chaves e resumo no
periodo de 1945 a junho de 2019. A busca gerou 30 referéncias que passaram por
refinamento de acordo com o tema, selecionando apenas 21. Foram incluidos apenas
os documentos que utilizaram a espécie in vivo do Colossoma macropomum em
testes de toxicidade. Os instrumentos utilizados foram “tipos de documentos”,
“paises/regides”, “idiomas”, “anos de publicacdo”, “organizacbes/aprimoramento”,
“areas de pesquisas” e “titulo da fonte”. Utilizou-se as ferramentas da propria

plataforma WoS “Analyze Results” para analises de dados.
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Figura 4 — Esquema de selecdo de trabalhos cientificos para analise cienciométrica.
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Fonte: Autor (2019)

Na busca por tipos de documentos foram encontrados 21 artigos (100%),

sendo que os paises com maior incidéncia de publicacdo foi o Brasil, com o total de

20 artigos (90,48%) e o idioma predominante foi em inglés, sendo 19 (95,24%).

As publicacdes contidas no banco de dados, embora realizadas no periodo

mais longo de 1945, iniciaram no ano de 2004 (1; 4,76%). O primeiro artigo foi escrito

por Costa et al. (2004) que abordava sensibilidade do Colossoma macropomum

exposto agudamente ao nitrito.

O ano com maior numero de publicacdes ocorreu em 2018 com quatro

publicacdes (19,05%) (Figura 5).
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Figura 5 — Publicacdes no periodo de 2004 a junho de 2019*.
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As instituicdes responsaveis pelo maior numero de publicacfes foram a
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) (09; 42,86%) e a Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA) (09; 42,86%). As universidades que mais
publicaram estdo localizadas no norte do Brasil: Universidade Federal do Amazonas
com 4 artigos (19,05%) e Universidade de Nilton Lins com 3 (14,29%) (Figura 6).

Algumas instituicdes estrangeiras também realizam pesquisas utilizando a
espécie Colossoma macropomum. Ao total foram quatro pesquisas, sendo trés

(14,29%) na Venezuela, e um (9,52%) na Colémbia.



Figura 6 — Publicacdes por instituicdo no periodo de 2004 a 2019.
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Fisheries (42,86%), Environmental Sciences Ecology (38,10%), Marine
Freshwater Biology (28,57%), Toxicology (28,57%), Veterinary Sciences (14,29%),
Zoology (9,52%), Life Sciences Biomedicine Other Topics (4,76%) e Pharmacology

Pharmacy (4,76%) foram as areas de publicacdo dos artigos (Figura 7).

Figura 7 — Publicacéo por areas de pesquisa dos artigos no periodo de 2004 a 2019.
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Fonte: Autor (2019).



A revista que mais publicou, de acordo
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com tema, foi a Aquaculture

(19,05%), seguido de Archives of Environmental Contamination and Toxicology

(9,52%), Boletim do Instituto de Pesca (9,52%), Environmental Science and Pollution

Research (9,52%) (Figura 8).

Figura 8 — Revistas que publicaram as pesquisas no periodo de 2004 a 2019.
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Fonte: Autor (2019).

Os resultados apresentados fornecem informacdes Uteis sobre a utilizacdo

in vivo do Colossoma macropomum em modelos

toxicologicos. Suas principais

pesquisas sao realizadas em instituices brasileiras publicados principalmente nas

areas da pesca, do meio ambiente e da toxicologia. Esses dados demonstram a

tendéncia do Colossoma macropomum se tornar um modelo animal alternativo nos

préximos anos devido a facilidade na reproducdo ou aquisicdo do mesmo e sua

sensibilidade a substancias quimicas.
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CAPITULO Il - TOXICIDADE AGUDA DA ASSOCIACAO DOS HERBICIDAS 2,4-D
E PICLORAM PARA PEIXES DA ESPECIE Colossoma macropomum

RESUMO

A associacdo entre um ou mais agrotoxicos tem se tornado uma preocupacao devido
a falta de pesquisas e seus riscos desconhecidos a saude humana e ao meio
ambiente. O presente estudo teve como objetivo determinar a concentracao letal
média (CLso) em 96 horas dos herbicidas associados Picloram e 2,4-D em juvenis de
tambaqui (Colossoma macropomum) através de protocolos internacionais de
intoxicacdo aguda. As concentragfes testadas foram 3,5, 5, 6, 7 e 8 mg/L. Para o
calculo da CLso, utilizou-se método de Trimmed Spearman-Karber. A CLso encontrada
foi de 5,54 mg/L, proxima dos valores determinadas por outros autores. Contudo,
ainda ha necessidade mais pesquisas para avaliar os riscos e danos que podem ser

ocasionados por esse herbicida.

Palavras Chaves: ecotoxicologia; agrotoxico; concentracéo letal.
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ACUTE TOXICITY OF THE ASSOCIATION OF 2,4-D AND PICLORAM HEBICIDES
FOR FISH OF THE SPECIES Colossoma macropomum

ABSTRACT

The association between one or more pesticides has become a concern due to lack of
research and its unknown risks to human health and to environment. This study aimed
to determine the lethal concentration 50% (LCso) in 96 hours of the associated
herbicides Picloram and 2,4-D in tambaqui (Colossoma macropomum) fingerlings
through acute intoxication in international protocols. The concentrations tested were
3.5, 5,6, 7and 8 mg/L. The LCso-96h was calculate through the Trimmed Spearman-
Karber method. The LCso found was 5.54 mg/L, close to the values determined by
other authors. However, further research is still needed to assess the risks and damage

that can be caused by this herbicide.

Keywords: ecotoxicology. pesticide; lethal concentration.
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1 INTRODUCAO

Os agrotoxicos sdo considerados, segundo a constituicdo brasileira,
substancias quimicas destinadas ao controle, destruicdo ou prevencado de agentes
patogénicos para plantas, animais e pessoas (BRASIL, 1989). Embora eles sejam
utilizados na agricultura, para fins de protecéo de plantacdes, e na saude publica, para
controlar doencgas infecciosas transmitidas por vetores, a aplicagdo inadequada em
excesso ou descontrolada é um fator a mais que induz a contaminacdo do meio
ambiente a curto e a longo prazo, pois seus residuos podem persistir por anos no local
de aplicagdo, acarretando uma série de efeitos nocivos a satde humana e ao préprio
meio ambiente (DAMALAS; KOUTROUBAS, 2016; PEREIRA et al., 2018; LINDOVA
et al., 2019).

Nos ultimos anos, o consumo de agrotoxicos tem aumentado
consideravelmente, dentre eles, o grupo quimico dos &cidos piridinocarboxilicos
(SILVA, 2013; PEREIRA et al., 2018). Esse aumento se deu ap6s o cancelamento do
registro do herbicida 2,4,5-T (2,4,5-triclorofenoxi), principal composto do agente
laranja, e também por sua melhor eficiéncia comparado ao glifosato (MERU et al.,
1990; BARROS et al.,, 2014). Atualmente, sua principal formulagdo comercial, o
Picloram (4cido 4-amino-3,5,6-tricloropiridina-2-carboxilico) é vendida em associacao
ao 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético), outro agrotdoxico da classe dos herbicidas.
No periodo de 2013 a 2015, o 2,4-D foi o terceiro herbicida mais importado para a
Argentina e atualmente é um dos mais utilizados no mundo (SINGH; SINGH, 2016;
LOZANO et al., 2019).

Os herbicidas a base de Picloram e 2,4-D tém eficacia comprovada no
controle de plantas daninhas eudicotiledoneas (RODRIGUES; ALMEIDA, 2011). O
Picloram é um herbicida que regula o crescimento das plantas. Geralmente, ele é
usado para controlar ervas daninhas de folha larga indesejadas, ervas herbaceas
profundamente enraizadas e plantas lenhosas em cereais como cevada, trigo, cana e
aveia (MARCO-BROWN et al, 2019). Enquanto que o 2,4 D (acido 2,4-
diclorofenoxiacético) é outro herbicida que induz o crescimento excessivo do cambio
vascular em dicotiledéneas, levando a morte dessas plantas (SONG, 2014; LOZANO
et al., 2019).

Estudos demonstram que tanto o Picloram quanto o 2,4-D possuem uma
baixa mobilidade no solo, ou seja, tem dificuldade de atravessar as camadas do solo

e chegar nas aguas subterraneas. Estudos indicam que essa permanéncia no solo
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(ou até mesmo em vegetais e frutas) podem persistir em mais de 360 dias no
ambiente, enquanto os seus residuos podem permanecer no ambiente por
aproximadamente cinco anos. A maior preocupacao dessas substancias no meio
ambiente € seu potencial de contaminacdo, podendo ser lixiviados para aguas
superficiais de consumo humano e também comprometendo os animais do meio
aquéatico (SILVA et al., 2012; BORSOI et al., 2014; PEREIRA et al., 2018).

As intoxicacdes por agrotoxicos diferem entre aguda, ocorrido em um anico
incidente de exposicao e em curto prazo. A subcrbnica ocorre em incidentes repetidos
e com duracdo semanas a meses, ou seja, exposicao intermediaria. E, por fim, a
crbnica que ocorre em incidentes repetidos, de meses a anos, as vezes durando a
vida inteira do organismo exposto (DAMALAS; KOUTROUBAS, 2016).

Ainda nao foi elucidado o mecanismo de acao do Picloram e 2,4-D nos
animais, embora haja relatos de intoxicagao em animais mamiferos e aves. Os poucos
estudos apontam sua alta toxicidade, ocasionando varias acdes deletérias como
teratogenia, neurotoxicidade, imunossupresséo, citotoxicidade e hepatoxicidade
(PEREIRA, CAMPELO, SILVEIRA, 1994; HU et al., 2015; SALLA et al., 2019).

Para decifrar os impactos que as substancias tdéxicas podem causar no
ecossistema, muitos estudos no ramo da ecotoxicologia sao realizados. Contudo,
somente os sistemas biolégicos podem detectar os danos apds contaminacédo e até
mesmo impactos futuros (MAGALHAES; FERRAO-FILHO, 2008; SILVA; POMPEO;
PAIVA, 2015).

Os organismos-teste para estudos ecotoxicolégicos devem ser abundantes
e de grande disponibilidade, de significativa representacdo ecoldgica dentro das
biocenoses e se ter conhecimento prévio de sua biologia, fisiologia e habitos
alimentares, sensibilidade constante e apurada, importancia comercial, serem de facil
cultivo e se possivel serem nativos das regides impactadas (MAGALHAES; FERRAO-
FILHO, 2008; CRUZ et al., 2008; SILVA; POMPEO; PAIVA, 2015).

O Colossoma macropomum, espécie originaria da bacia amazonica, esta
se desenvolvendo através da piscicultura em muitas regides do Brasil. Porém, ainda
nao existem dados disponiveis sobre a toxicidade dos herbicidas associados Picloram
e 2,4-D nessas espécies. O que seria uma ferramenta Gtil para definir os padrdes de
qualidade ambiental, exposi¢cdo e contaminacdo de ambiente em que se encontram
essas espécies, muitas das vezes préoximas de lavouras que fazem uso de
substancias toxicas (COSTA et al., 2004).
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Diante disso, esse estudo tem como objetivo estabelecer a Concentracao
Média Letal (CL50-96h), a Concentracdo de Efeito ndo Observado (CENO) e a
Concentracéo de Efeito Observado (CEQO) dos herbicidas associado 2,4-D e Picloram

de formulagao comercial em alevino de Colossoma macropomum.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 ASPECTOS ETICOS

Todos os experimentos realizados neste estudo foram aprovados pelo
Comité de Uso e Etica Animal (CEUA) da Universidade Federal do Oeste do Para
(Ufopa), sob o numero de protocolo n°. 0120190053 (Anexo A).

2.2 TOXICO UTILIZADO

O agrotoxico utilizado foi o Tordon®, formulagdo comercial da associagcéo
dos herbicidas 2,4-D (240 g¢g/L) e Picloram (64 g/L), registrado no Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA sob n°® 0358709.

2.3 ORGANISMO-TESTE

Foram adquiridos um milheiro de alevinos da espécie Colossoma
macropomum (CUVIER, 1818), via compra, na Fazenda de Piscicultura Brasil, situado
na Rodovia Everaldo Martins, S/N, Santarém - PA. Para realizacédo dos experimentos,

foram utilizados um total 630 juvenis com comprimento de 3 a 5 centimetros.

2.4 MANUTENQAO DOS ANIMAIS

Os animais ficaram armazenados no biotério do Laboratorio de Quimica
Aplicada a Toxicologia da Ufopa, Campus Tapajos.

O lote de animais foi aclimatado em tanques de 500L, em ambiente aberto,
garantindo o fotoperiodo natural, previamente desinfectados, equipados com bombas
de recirculacao e sistema de aeracdo conectadas a pedras porosas.

A sinfonagem ocorreu diariamente para a retirada de dejetos e residuos
alimentares ndo aproveitados pelos animais. Nesse processo, cerca de 20% do
volume da agua era substituido por agua previamente tratada com Bicarbonato de
Sodio (NaHCO3), na temperatura a 26+1 °C e pH=7+0,5.
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Os animais foram alimentados diariamente até 24 horas antes do inicio dos
experimentos para que os rejeitos ndo interferissem no pH e concentracdo de amonia

na agua.

Figura 9 — Peixe da espécie Colossoma macropomum na fase juvenil

Fonte: Autor (2019)

2.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

A parte experimental foi realizada no Laboratério de Quimica Aplicada a
Toxicologia da Ufopa no Campus Tapajos, onde foram utilizados 18 aquarios de vidro
com tampa, medindo 35cm x 25cm x 20cm, com capacidade util para 15 litros,

equipados com sistema de aeracao conectadas a pedras porosas.

Figura 10 — Esquema da organizacdo dos aquarios em triplicatas para os testes de
toxicidade aguda.

BRANCO/R1 BRANCO/R2 BRANCO/R3 -
C2/R3

C3/R1 C3/R2 C3/R3

C4/R1 C4/R2

Fonte: Autor (2019)
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Figura 11 — Estrutura Fisica dos Aquarios montados para os testes de sensibilidade e
toxicidade aguda.

Fonte: Autor (2019)

Os animais que nao demonstravam atividade opercular ou reflexo ao tocar
na nadadeira caudal foram considerados mortos e retirados imediatamente dos
aguarios. Os demais animais que se mantiveram vivos apés as 96 horas foram
eutanasiados, via banho, com solucéo de eugenol por 15 minutos.

Foi realizado a avaliacdo biométrica (peso, comprimento parcial e total) em

todos os animais utilizados no experimento.

Figura 12 — Esquema de avaliacdo biométrica dos organismos-testes.

2

1 — Comprimento Padr&o. 2 — Comprimento Total. For;te: Autor (2019)
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2.5.1 Teste de sensibilidade

Para realizar o teste de toxicidade aguda foi necessario avaliar a
sensibilidade da espécie utilizada como organismo-teste, de acordo com o protocolo
EPA n° 850.1075/1996 e n° 821.R02.012/2002.

A realizagdo de testes de sensibilidade € recomendada como método de
avaliacdo da qualidade dos lotes de organismos cultivados. Nesses testes sao
utilizados toxicos de referéncia como cloreto de sédio (NaCl), cloreto de potassio
(KCI), cloreto de cadmio (CdClz), sulfato de cobre (CuSOa), dodecil sulfato de sodio
(SDS) e dicromato de potassio (KCr207) (USEPA, 2002; ABNT, 2016). Nesse trabalho,
foi utilizado a substancia Dicromato de Potassio (K2Cr207).

Primeiramente, no experimento preliminar, foram testadas cinco
concentracfes para grupos-teste de n=7 animais/aquario mais um grupo-branco,
totalizando 42 animais. As concentracdes escolhidas se basearam em estudos
realizados por Santos (2019). Os testes foram repetidos até encontrar as
concentracdes ideais de acordo com o protocolo da USEPA (1996). Em seguida, foi
realizado o teste definitivo. Foram utilizadas as cinco concentracfes em triplicatas,
mais um grupo-branco, contendo n=7 animais/aquario, totalizando 112 animais.

As mortalidades foram observadas nos intervalos de 0, 2, 4, 6, 8, 12, 24,
48, 72 e 96 horas.

2.5.2 Teste de toxicidade aguda

Para realizagdo do teste de toxicidade aguda, foi utilizado o Tordon®, de
acordo com o protocolo da OECD n°. 203/1992.

Primeiramente, realizou um teste preliminar em que foram testadas cinco
concentragbes para grupos-teste de n=7 animais/aquario mais um grupo-branco,
totalizando 42 animais. Os testes foram repetidos até encontrar as concentracdes
ideais de acordo com o protocolo. Em seguida, foram utilizadas cinco concentracdes
mais um grupo-branco em triplicatas, cada grupo contendo n=7 animais/aquario,
totalizando 126 (cento e vinte e seis) animais.

As mortalidades foram observadas nos intervalos de 0, 2, 4, 6, 8, 12, 24,
48, 72 e 96 horas.
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2.5.3 Analise estatistica
A taxa de mortalidade, no teste de sensibilidade e no teste de toxicidade
aguda, foi estimada por meio de regressao (log-logistica), estabelecendo também a
concentracéo letal do produto a 50% dos individuos, por meio do método de Trimmed
Spearman Karber (HAMILTON et al., 1977; USEPA, 2002), e construgdo dos gréaficos
através do programa software IBM SPSS®. Os dados biométricos foram analisados
por meio da estatistica descritiva (média + erro padrdo da média) calculados no
Microsoft Excel®.
O valor de CEO (concentracao de efeito observado) e o CENO (concentracao
de efeito ndo observado) foram determinados através da Anova, pelo teste de

Dunnett’s.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 TESTE DE SENSIBILIDADE

O teste de sensibilidade foi uma replicacdo dos mesmos valores testados
por Santos (2019). Utilizou-se as concentragdes branco, 50, 100, 125, 150 e 215 mg/L.
Nas concentracOes branco e 50 mg/L ndo ocorreram mortalidade dos organismos.
Nas concentragdes de 100, 125, 150 e 215 mg/L, foram observadas mortalidade de
4,76%, 38,95%, 80,95%, 95,2%, 100%, respectivamente (Tabela 7). Dessa forma,
obteve-se a Concentracdo Letal Média (CLso) igual 97,51 mg/L, tendo como limite
inferior 86,50 mg/L e limite superior 109,92 mg/L (Figura 13), conforme o gréafico
descrito pela equacéo: f(x) = 99,809/(1+2512,9*exp(-0,073784Xx).

Apenas dois estudos descreveram a sensibilidade do Colossoma macropomum
ao dicromato de potassio (K2Cr207). Santos (2019) obteve a CLso-96h de 109, 26 mg/L
(limite superior de 123 mg/L e inferior de 93,75mg/L) de K2Cr207 para o Colossoma
macropomum. Para Silva (2018), a CLso-9en foi determinada em 106,57 mg/L, com
limite inferir de 92,78mg/L e limite superior de 112,41mg/L.

Outros estudos testes demonstram as sensibilidades dos peixes ao
K2Cr207. Zagatto e Bertoletti (2006) divulgaram dados da Companhia Ambiental do
Estado de S&o Paulo (CETESB, 1980) sobre as ClLso-96h, das espécies Cheirodon
notomelas, Colossoma mitrei, Danio rerio, Geophagus brasiliensis, Hemigrammus

marginatus e Poecilia reticulata, 96, 156, 90, 220, 81 e 175 mg/L, respectivamente.
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Tabela 8 — Mortalidade dos juvenis de C. macropomum no teste de sensibilidade com
Dicromato de Potassio (K.Cr,07) durante 96 horas de exposicao.

Concentragéo ) Periodo de Exposic¢éo (Horas) Total %
Replicata Total

(mg/L) Oh 2h 4h 6h 8h 12h 24h 48h 72h 96h Grupo Mortos

BRANCO 1 0 0 0,0%
1 0

50 2 0 1 4,76%
3 1 1
1 2 2

100 2 1 1 2 8 38,95%
3 1 1 2 4
1 1 4 5

125 2 1 4 5 17  80,95%
3 1 2 4 7
1 3 4 7

150 2 1 3 3 7 20 95,2%
3 2 4 6
1 1 1 2 1 7

215 2 1 4 7 21 100,0%
3 3 2 2 7

Fonte: Autor (2019)

Cruz et al. (2008) em um estudo de sensibilidade, utilizando o K2Cr207
como toxico padrdo, com trés espécies de peixes neotropicais, Piractus
mesopotamicus (Pacu), Hyphessobrycon eques (mato-grosso) e Phallocerus
caudimaculatus (guaru), obteviveram os respectivos valores para CLso-96h, 144,50 *
19,67, 130,79 £ 10,02 e 154,39 + 6,72.
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Figura 13 — Mortalidade de peixes em funcéo da concentracao.
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Porcentagem de mortalidade (eixo Y) de juvenis de tambaqui (Colossoma
macropomum) apés 96 horas da aplicacdo de concentracdes crescentes (eixo Y) do
K2Cr207 (R2=0,99 e p<0,05). Fonte: Autor (2019).

Cannavan (2009), em um estudo semelhante com a Poecilia reticulata,
descreveu um CLso-24n de 50 mg/L, inferior ao apresentado pela Cetesb (1980). Rosa
et al., (2013) definiram a CLso-96h, para o Phalloceros caudimaculatus, em 162,5 mg/L.

Embora os testes de sensibilidade do Colossoma macropomum ao K2Cr207
tenham demonstrado valores inferiores, comparado as demais espécies, nao
apresentaram variagao significativas entre a mesma espécie (Figura 14).

De acordo com Zagatto e Bertoletti (2006) e Ramsdorf (2011), o principal
critério para selecdo de uma espécie como organismo-teste € garantir que os ensaios
possam ser replicados com o0 mesmo organismos e tenham resultados precisos. Para
isso, a espécie deve apresentar uma sensibilidade (ou resisténcia) a substancias

toxicas padronizadas.
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Figura 14 — Valores da concentracdo letal média (CLso) de peixes expostos ao
Dicromato de Potassio (K2Cr207).
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Danio rerio (DR), Piaractus mesopotamicus (PM), Hyphessobrycon eques (HE),
Phallocerus caudimaculatus (PC), Oreochromis niloticus (ON), Colossoma
macropomum (CM). Fonte: Autor (2019).

3.2 TESTE DE TOXICIDADE AGUDA

Os testes preliminares foram importante para identificar as concentracdes
que seriam utilizadas no teste definitivo, além de garantir as exigéncias de validacao
pela OECD 203/1992.

Inicialmente foram utilizadas as concentracbes proposta por Botelho
(2010), que determinou a concentragao letal media (CLso-96) em Ctenopharyngodon
idella (Carpa capim) para o Picloram (um dos ingredientes ativos em maior proporcao
no Tordon®), utilizando as seguintes concentragdes: 1, 2, 3,4, 5 e 6 mg/L.

ApoGs 12 ensaios preliminares, definiu-se as concentracdes para o teste
definitivo nas seguintes concentra¢des: 0 (grupo-branco), 3,5, 5, 6, 7 e 8 mg/L.

A taxa de mortalidade do grupo-branco foi inferior a 10%, as condi¢gbes
fisico-quimicas (temperatura, oxigénio e pH) foram constantes, o oxigénio dissolvido
foi superior a 60%, e, devido ao ambiente do teste ser estatico, as concentragdes
iniciais do toxico foram mantidas (Tabela 8). Dessa forma, o teste proporcionou as

condi¢cbes padrdes para confirmacao do teste.
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Tabela 9 — Média dos valores dos parametros fisico-quimicos da agua durante o
ensaio de toxicidade aguda com Tordon® (96h)

Tordon®
Parametros : :
Média + Desvio Padréo
Temperatura (°C) 26,66 + 0,47
pH 8,03+ 0,24
Oxigénio Dissolvido (%) 9317

Fonte: Autor (2019)

Os animais utilizados nos testes possuiam o peso de 0,80 (= 0,1) g,
comprimento total de 3,62 (x0,2) cm e comprimento padrao de 2,87 cm (+ 0,1).

A mortalidade dos juvenis iniciaram nos aquarios com concentragcao acima
de 3,5 mg/L. Nas concentragdes de 5 mg/L, houve morte de 19% (4) dos organismos.
A primeira morte ocorreu apds 8 horas de exposi¢cdo e as demais ap0s 72 horas de
exposicao (Tabela 9).

Na concentracdo de 6 mg/L, teve-se morte de 66,7% (14) dos juvenis. Na
concentragdo de 7 mg/L, foram 95,2% (20) alevinos mortos. Em ambas as
concentracfes as mortes prevaleceram no periodo 6 a 24 horas de exposicdo. Na
concentracdo de 8 mg/L todos os peixes foram considerados mortos apds 6 horas de
exposicao.

A partir dos dados de mortalidade, pode-se determinar o valor da
concentracédo letal média (CLso-96h) em 5,54 mg/L, com limite superior em 5,22 mg/L e
limite inferior em 5,88 mg/L, através da equacado f(x)=100,75/(1+1,9962E05*exp(-
2,1468x), como observado na Figura 15.

Ha apenas um estudos de toxicidade aguda da associacdo do Picloram e
2,4-D em peixes realizada por Gomes (2017). Esse estudo determina a concentracao
letal média (CLso-96h) Na faixa de 5 mg/L a 10 mg/L para embrides da espécie Danio

rerio.
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Tabela 10 — Mortalidade dos juvenis no teste de toxicidade aguda com Tordon®

durante 96 horas.

Concentragdao

Periodo de Exposicéo (Horas)

Total

Replicata Total Grupo %Mortos
(mg/L) Oh 2h 4h 6h 8h 12h 24h 48h 72h 96h
1 0
BRANCO 2 0 0 0,0%
3 0
1 0
3,5 2 0 0 0,0%
3 0
1 0
5,0 2 1 2 4 19,0%
3 1 2
1 1 2 1 1 5
6,0 2 1 1 2 14 66,7%
3 3 1 2 7
1 2 1 1 6
7,0 2 3 1 2 7 20 95,2%
3 5 2 7
1 7 7
8,0 2 7 7 21 100,0%
3 7 7
Fonte: Autor (2019)
Figura 15 — Mortalidade de peixes em funcéo da concentracao.
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Porcentagem de mortalidade (eixo Y) de juvenis de tambaqui (Colossoma

macropomum) apds 96 horas da aplicacdo de concentracdes crescentes (eixo Y) do
Tordon® (R2=0,99 e p<0,05). Fonte: Autor (2019).
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Embora ndo seja possivel avaliar os herbicidas associados, ha estudos
com 0s mesmos ingredientes ativos separados. O Picloram, por exemplo, foi testado
em Oncorhynchus clarkii, Salvelinus namaycush e Oncorhynchus clarkii, porém em
condi¢cdes ambientes diferentes, as CLso-g96 ficaram estimadas em 5 mg/L, 4,25 mg/L e
5 mg/L, respectivamente (Figura 16) (WOODWARD, 1976, 1982).

Mayes e Dill (1984) determinaram a CLso-96 do Picloram para as seguintes
espécies Pimephales promelas (55,5 mg/L), Oncorhynchus mykiss (19,3 mg/L) e
Lepomis macrochirus (44,5 mg/L).

Mayer e Ellersieck (1986) em estudos com o Picloram também
determinaram a CLso-96 para Oncorhynchus mykiss, Salvelinus namaycush e
Oncorhynchus clarkii em, respectivamente, 9,1 mg/L, 3,9 mg/L e 5,1 mg/L.

Estudos mais recentes em peixes, Fairchild et al., (2008) determinaram a
CLso-96 para alevinos e Oncorhynchus mykiss em 36 mg/L. E Botelho et al., (2012)

determinaram a concentragdo letal média a (CLso-9h) em 4,4 mg/L para espécie
Ctenopharyngodon idella.

Figura 16 — Valores da concentracéo letal média (CLso) de peixes expostos ao

Picloram.
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Ctenopharyngodon idella (Cl), Lepomis macrochirus (LM), Oncorhynchus clarkii (OC),
Oncorhynchus mykiss (OM), Pimephales promelas (PP), Salvelinus namaycush (SN).

Fonte: Autor (2019).
Assim como observado por Botelho (2010), a maior taxa de mortalidade
ocorreu nas primeiras 24 horas, totalizando 26,2% de mortos nas concentragdes mais

elevadas e reduzindo nas observacgfes seguintes.
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Observou-se nos testes que as concentracdes utilizadas nos testes séo
inferiores as recomendacdes presentes na embalagem e bula do herbicida,
demonstrando seu potencial de risco ao meio ambiente se atingirem corpos de agua

préximos aos locais de aplicacdo (TORDON, 2017).

3.3 CLASSIFICAC}AO DOS HERBICIDAS PICLORAM E 2,4-D ASSOCIADOS
QUANTO A TOXICIDADE AGUDA E AO RISCO AMBIENTAL

Os agrotoxicos tem em sua composicdo ingredientes ativos que séo
substancias téxicas, utilizadas para protecao de plantacdes de grande ou médio porte
contra diversos tipos de praga (plantas ou animais indesejaveis). Da mesma forma
gue essa essas substancias sdo vista como “protetoras”, ou como a lei homeia,
defensivos agricolas, também causam prejuizos desconhecidos ao meio ambiente.

Segundo Zucker (1985), os agrotéxicos podem ser classificados a partir de
acordo com sua concentracao letal (LCso) (Tabela 10). Dessa forma, o toxico em
estudo se enquadra na categoria de “Toxicidade Moderada”, pois apresenta o valor
médio de 5,54 mg/L. Para Kao (2018), a classificacdo toxicolégica também se

enquadra na Categoria Ill (2 mg/L < LCso< 20 mg/L).

Tabela 11 — Tabela do nivel de toxicidade aquatica segundo Zucker (1983).

Categoria LCso0u ECsg
Toxicidade Muito Alta Menor que 0,1 mg/L
Toxicidade Alta Entre 0,1 a 1 mg/L
Toxicidade Moderada Entre 1 a 10 mg/L
Toxicidade Baixa Entre 10 a 100 mg/L

Toxicidade Muito Baixa (N&o Toxica) Maior que 100 mg/L
Fonte: Autor (2019).

Segundo a classificacdo da Anvisa e a indicagcdo no rotulo do fabricante,
gque seguem a lei 7.802/1989 (BRASIL, 1989), os herbicidas associados Picloram e
2,4-D se enquadram na Classe | de risco toxicologicos, considerados Extremamente
Toxico.

Contudo, no ano de 2019, Anvisa informou reclassificacéo toxicolégica dos
agrotoxicos que seguird os parametros do Sistema Globalmente Harmonizado de
Classificacdo e Rotulagem de Produtos Quimicos (GHS). A partir desse marco
regulatorio, apenas produtos que levarem a morte se ingerido ou entrar em contato
com pele e olhos serdo, considerados Classe | (extremamente toéxico ou altamente

toxico). Os produtos que ndo se enquadrarem nesse quesito, levaram as demais
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classificacdo: Classe Il (moderadamente toxico), Classe Il (pouco toxico ou
improvavel de causar danos) e Classe IV (n&o classificado).

Segundo a classificacdo do potencial de periculosidade ambiental indicado
no rotulo do fabricante, que também seguem a lei 7.802/1989 (BRASIL, 1989), os
herbicidas associados Picloram e 2,4-D se enquadram na Classe lll, considerado um
Produto Perigoso ao Meio Ambiente (TORDON, 2017).

3.4 CEO E CENO

Verificou-se que a maior concentracdo do agente toxico que nao causou
efeito deletério (CENO) estatisticamente significativo na sobrevivéncia dos
organismos testados foi de 3,5 mg/L, e a menor concentracdo que causou efeito

(CEO) de mortalidade nos juvenis expostos ao pesticida foi de 5 mg/L.

4 CONCLUSAO

Através dos resultados obtidos, pode-se constatar que Colossoma
macropomum é uma espécie com boa sensibilidade para testes toxicol6gicos, proximo
a valores obtidos por outros autores. A CLso-96 Obtida para a associagéo do 2,4-D e
Picloram sobre Colossoma macropomum também é semelhante a trabalhos com
diferentes espécies da fauna aquatica. Seu risco toxicolégico embora tenha
demonstrado a Classe lll, ou seja, Moderadamente Téxico, demonstrou ter muitos
efeitos ainda ndo estudados para o organismo testado, até mesmo quando utilizado
nas doses recomendadas pelo fabricante. Portanto, sdo necessarios mais estudos
(bioquimicos, comportamentais e histolégico) para investigar os seus efeitos causados

por intoxicacao aguda e crbénica do herbicida.
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CAPITULO Il = AVALIACAO DAS ALTERACOES COMPORTAMENTAL E
HISTOLOGICA EM PEIXES DA ESPECIE Colossoma macropomum EXPOSTO A
ASSOCIACAO DOS HERBICIDAS 2,4-D E PICLORAM

RESUMO

A associacdo do Picloram e 2,4-D tem demonstrado alto grau de toxicidade devido a
sua persisténcia no meio ambiente, podendo resultar na contaminacdo dos
ecossistemas aquaticos. Ha estudos que a ingestédo desses compostos podem causar
danos irreversiveis em mamiferos. Dessa maneira, este estudo objetivou avaliar os
efeitos toxicos, por meio da analise comportamental e histopatolégica, de branquias e
figados, em Colossoma macropomum, expostos a diferentes diluicdes do Picloram e
2,4-D associados. Os experimentos ocorreram simultaneamente durante 96 horas de
exposicao. As observacdes comportamentais aconteceram nos intervalos de tempo
de 0, 2, 4, 6, 8, 12, 24, 48, 72, 96 horas. As branquias e figado foram coletadas apos
a confirmacdo da morte dos organismos e fixadas em formol 10% para o
processamento histolégico. As alteracbes comportamentais avaliadas foram nado
excitatorio, permanéncia na zona superior, respiracdo na superficie, perda de
equilibrio, nado erratico, espasmo e paralisia. Os efeitos observados nas histologia
das branquias foram hiperplasia e degeneracdo das lamelas, e do figado, a
vacuolizacdo. Apesar das alteracBes serem suficientes para alertar os riscos de

contaminacao, ndo sao especificas para o agrotéxicos em estudo.

Palavras Chaves: Agrotoxico. Histopatologia. Comportamento Animal.
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BEHAVIORAL AND HISTOPATHOLOGICAL CHANGES IN Colossoma
macropomum EXPOSED BY HERBICIDES 2,4-D AND PICLORAM

ABSTRACT

Picloram and 2,4-D has shown a high degree of toxicity due to its persistence in the
environment, which may result in contamination of aquatic ecosystems. Ingestion of
these compounds has been shown to cause irreversible damage to mammals. Thus,
this study aimed to evaluate the toxic effects through behavioral and histopathological
analysis, of gills and livers, in Colossoma macropomum, exposed by different dilutions
of Picloram and associated 2,4-D. The experiments ocurred simultaneously during 96
hours of exposure. Behavioral observations occurred at time intervals of 0, 2, 4, 6, 8,
12, 24, 48, 72, 96 hours. The gills and liver had collected after the death of the
organisms to histological processing. The behavioral changes evaluated were
excitatory swimming, stay in the upper zone, surface breathing, loss of balance, erratic
swimming, spasm and paralysis. The histological effects observed, on gill, were
hyperplasia and degeneration of the lamellae, and vacuolization, on liver. Although the
changes are sufficient to alert the risks of contamination, they are not specific to the

pesticides under study.

Keyword: Colossoma macropomum. Pesticide. Histopathology. Animal behavior.
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1 INTRODUCAO

O Picloram (4cido 3,5,6-tricloro-4-amino-2-piridinocarboxilico) e o 2,4-D
(acido 2,4-diclorofenoxiacético) sao substancias comercializadas de forma associadas
na proporcdo molar, mais frequente, de quatro partes de 2,4-D e uma parte de
Picloram com principal objetivo de controlar uma variedade de ervas daninhas de folha
larga perenes e enraizadas profundamente (SALLA, 2019).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa) classificam toxicologicamente os agrotéxicos 2,4-D e
Picloram como extremamente perigoso (Classe |), e seus potenciais de periculosidade
ambiental como perigoso ao meio ambiente (Classe Ill) (BRASIL, 2019).

Ambos o0s compostos sdo descritos como toxicos para mamiferos e
humanos quando ingeridos em altas doses. Outros estudos também relatam
alteracdes morfoldgicas e fisioldgicas em diferentes organismos, ainda que em doses
subletais, como passaros, peixes, sapos, répteis e algas, podendo causar problemas
reprodutivos, mudancas de comportamento ou morte em espécies ndo-alvo (CURI et
al., 2019).

Os compostos organometélicos e organoclorados além de estarem entre
0s mais téxicos e persistentes no meio ambiente, fatores que os levaram a ser proibido
em muitos paises, também sao classificados como desreguladores do sistema
enddcrino, tornando-se um risCO aos organismos expostos a essas substancias
(DAMALAS; KOUTROUBAS, 2016).

Devido a grande falta de monitoramento ambiental no Brasil, estudos
utilizando espécies neotropicais da presenca de xenobidticos no meio aquatico
demonstraram ser bons bioindicadores (CRUZ et al., 2016). A histologia € uma
ferramenta sensivel para avaliar os efeitos toxicos que afetem tecidos animais (LINS,
2010). A histopatologia em peixes garante uma melhor avaliagdo e correlagdo dos
danos decorrentes da poluicdo ambiental.

As branquias e o figado séo os principais 6rgao avaliados para buscar 0s
efeitos causados por substancias toxicas. As branquias séo estruturas responsaveis
por realizar hematoses, além de ser o primeiro local de excrecédo, exercendo um
importante papel no balanceamento idnico (BALDISSEROTTO, 2002; LINS, 2010) Em

estudos de impacto ambiental, as branquias apresentam diversas alteracoes



70

patologicas indicativas por manterem um contato direto com o ambiente contaminado
e absorverem os xenobidticos para dentro do organismo (LINS, 2010).

O figado se caracteriza como 6rgdo biomarcardor da poluicdo ambiental
devido a sua constituicdo ser de hepatdcitos, células-alvo muitas substancias téxicas.
Alteracdes morfolégicas como vacuolizacdo, inflamacéo, alteracdo no formato dos
vasos sinusdéides podem ser entendido como resposta a um evento de intoxicacao
(FERREIRA, 2010).

Assim, este trabalho tem como objetivo avaliar as alteracbes
comportamentais e histopatologicas, em branquias e figado, de peixes expostos, de
forma aguda, aos herbicidas associados Picloram e 2,4, além de confirmar a
usuablidade do Colossoma macropomum no biomonitoramento de corpos hidricos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 TOXICO UTILIZADO

O agrotoxico utilizado foi o Tordon®, formulacdo comercial da associagcao
dos herbicidas 2,4-D (240 g/L) e Picloram (64 g/L), registrado no Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA sob n° 0358709 (TORDON, 2018).

2.2 ORGANISMO TESTE

O peixe utilizado foi o Colossoma macropomum (CUVIER, 1818), originério
da regido amazonica e muito presente na alimentacdo da regido. E um peixe de facil
criacao e de alta importancia econdmica. Tem se tornado um animal emergente como
organismo teste em estudos toxicolégicos e demonstrou ter uma boa sensibilidade a
substéancias toxicas (Capitulo II).

Foram utilizados o total de 132 animais, em estagio juvenil, sendo que 126
(sete por aquario) foram para avaliacdo dos efeitos comportamentais e
histopatolégicos em cinco concentracdes distintas, em triplicatas: 0 mg/L
(concentragcao branco), 3,5 mg/L, 5 mg/L, 6 mg/L, 7 mg/L e 8 mg/L. Os outros seis
animais, foram utilizados para avaliar os efeitos comportamentais na concentracéo
gue demonstraram nao causar mortalidade nos organismos, ou seja, na concentracao

subletal.
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2.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
2.3.1 Andlise Comportamental
2.3.1.1 Exposicao aguda em diferentes concentracdes

Os peixes foram distribuidos em 18 aquéarios, com capacidade util para 15
litros de agua, nas proporgdes 35cm x 25cm x 20cm, expostos nas concentracdes de
0 mg/L (grupo branco), 3,5 mg/L, 5 mg/L, 6 mg/L, 7 mg/L e 8 mg/L.

Os animais foram alimentados 24 horas anterior ao experimento para evitar
0 acumulo de dejetos e alteracdo nas propriedades fisicas da agua.

As andlises comportamentais foram realizadas atraves de registro em video
de 2 minutos nos seguintes intervalos de tempo, apds a exposi¢cao ao agrotoxico: O,
2,4,6,8, 12, 24, 48, 72 e 96 horas, exceto nos aquarios que os animais alcancavam

0 estagio de morte.

Figura 17 — Estrutura montada para registro do padréo e alteracdo de comportamento
dos tambaquis (Colossoma macropomum) exposto aos herbicidas associados
Picloram e 2,4-D.

Font: Autor (2019)

2.3.1.1 Exposicédo aguda em concentragao subletal
Os peixes foram distribuidos individualmente seis aquarios, com
capacidade util para 15 litros de agua, nas propor¢des 35cm x 25cm x 20cm, expostos

a concentracdo, que nao demonstrou mortalidade dos animais, de 3,5 mg/L. Dessa
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forma, seria possivel avaliar as alteragcbes comportamentais em uma concentragdo
subletal.

Os animais foram alimentados 24 horas anterior ao experimento para evitar
0 acumulo de dejetos e alteracdo nas propriedades fisicas da agua.

As andlises comportamentais foram realizadas atraves de registro em video
de 10 minutos nos seguintes intervalos de tempo, apds a exposi¢do ao agrotoxico: 0,
2,4,6, 8,12, 24, 48 horas.

2.3.2 Andlise Histopatoldgica

Os 126 peixes foram distribuidos igualmente (sete animais por aquarios)
para simular exposicdo aguda ao agrotoxico durante 96 horas. Os animais foram
exposto a cinco concentracbes distintas em triplicatas, sendo elas 0 mg/L
(concentragcao branco), 3,5 mg/L, 5 mg/L, 6 mg/L, 7 mg/L e 8 mg/L, totalizando 18
aquarios contendo 15 L de &gua. Apenas nas concentracdes de 0 mg/L e 3,5 mg/L,
esperava-se a sobrevivéncia total dos animais. Nas concentracées 5 mg/L, 6 mg/L, 7
mg/L, esperava-se a morte parcial dos animais. E na concentracéo de 8 mg/L, a morte
total dos animais (Capitulo ).

Dessa forma, foi realizado uma selecado randomizada de dois organismos
testes de cada concentracdo para realizar o processo de dissecacdo. Nas
concentracfes que 0S animais permaneceram vivos durante as 96 horas, foi
necessario realizar o processo de eutanasia com solucéo alcodlica de Eugenol (oléo
de cravo da india) a 100 mg/L, via banho. O processo de eutanasia foi realizado na
proporcdo de 8 mL de Eugenol, diluido em 50 mL de Alcool 100%, em 100 mL de
Agua por 15 minutos.

Figado e branquias dos animais coletados foram fixados em Formol 10 %
por 24 horas e encaminhado para o laboratorio de apoio HistoNorte para preparacao
das laminas histologicas coradas com Hematoxilina e Eosina (EO). As laminas foram

avaliadas em microscopio 6ptico na lente de 40x.

2.5 ASPECTOS ETICOS

Todos os experimentos realizados neste estudo foram aprovados pelo
Comité de Uso e Etica Animal da Universidade Federal do Oeste do Para, sob o
namero de protocolo n° 0120190053 (Anexo A).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 EFEITOS COMPORTAMENTAIS SOB EXPOSI(;AO A DIFERENTES
CONCENTRACOES DE PICLORAM E 2,4-D.

O comportamento tem se destacado em estudos da toxicidade de
diferentes compostos pois € avalia os efeitos ecoldégicos com maior sensibilidade
guando comparada a parametros como morfologia e mortalidade. Atualmente muitos
estudos toxicoldgicos sdo realizados comparando o comportamento de animais,
principalmente os invertebrados aquaticos e na fases embrionarias (MELLO, 2018;
MACIEL, 2019).

Foi elaborado um etograma para avaliagcdo dos comportamentos dos
juvenis de Colossoma macropomum durante a exposi¢ao a diferentes concentragdes

do toxico comercial, contendo Picloram e 2,4-D (Tabela 10).

Tabela 12 — Etograma dos principais comportamentos observados em Colossoma

macropomum sob exposi¢cdo aguda dos herbicidas associados Picloram e 2,4-D.

Cardume Agrupado

Peixe se agrupar com outros peixes em apenas uma regido do aquario,
demonstrando um interesse em permanecer em cardume.

Cardume Disperso

Peixe ndo se agrupa com outros peixes e ficam em diferentes regides do
aquario.

Peixe realiza movimentos involuntarios, "tremores" durante o seu

Espasmo S
deslocamento ou em nado estacionario.

Irritabilidade Peixe demo,nstram um comportamento de "alerta” para atacar outro peixe,
podendo até persegui-lo.

Morte Peixe em estado de imobilidade, sem movimento opercular e sem reflexo das

nadadeiras.

Nado Circular

Peixe realiza uma trajetéria circular ou espiral, na horizontal ou vertical.

Nado com Avanco
Rapido

Peixe se encontra em nado estacionario ou em deslocamento, em seguida
realiza um nado rapido na direcdo frontal, e retorna a sua velocidade inicial.

Nado com Recuo

Peixe desola-se um pequeno trecho para tras.

Nado Estacionario

Peixe mantem sua posi¢do de repouso.

Nado Excitatério

Peixe realiza movimentos rapidos se movimentando constantemente em
diversas partes do aquério. O peixe apresenta movimento opercular
acelerado e muitos movimentos nas nadadeiras.

Paralisia Parcial

Peixe apresenta "consciéncia”, no entanto, ndo consegue realizar
movimentos desejados. Pelo menos uma nadadeira demonstra rigidez.

Paralisia Total

Peixe ndo apresenta consciéncia, em completo, estado de Imobilidade.

Perda de Equilibrio

Peixe ndo consegue permanecer em sua posi¢ao horizontal em seu estado
estacionario.

Reconhecimento no
Reflexo

Peixe reconhece seu reflexo nas paredes do aquério, aproxima-se para
agrupar em cardume com sua imagem virtual.

Recuperacéo a

ApOs o estado de paralisia, 0 peixe recupera 0s movimentos parciais ou

Paralisia totais, podendo apresentar perda de equilibrio e nado erratico.
Respiracéo na . . . Co :
s Peixe migra para Zona Superior e tenta absorver oxigénio no meio externo.
Superficie
Segregacéo Ocorre quando um ou mais peixes se afastam do cardume agrupado.

Zona Central

Peixe localizado na regido mediana do aquério.

Zona Inferior

Peixe localizado na regido inferior do aguario.

Zona Superior

Peixe localizado na regido superior do aquario.

Fonte: Autor (2019)
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Devido ao experimento ter sido realizado em grupos com sete animais por
aquario e ndo ter sido fornecido alimentos a partir das 24 horas anteriores ao
experimento, foram observados alguns comportamentos agonistas entre os juvenis de

Colossoma macropomum.

Tabela 13 — Etograma dos principais comportamentos agonitas observados em
Colossoma macropomum sob exposi¢cao aguda dos herbicidas associados Picloram
e 2,4-D.

Ataque Peixe A realiza um ataque no peixe B.

Ataque e Contra-atague Peixe A realiza um ataque no peixe B e Peixe B contra-ataca.

Peixe A realiza um ataque no peixe B. Peixe B foge, avan¢ando para

Ataque e Fuga - - .
frente ou realizando um movimento circular.

Ataque e Movimento de  Peixe A realiza um ataque no peixe B. Peixe B demonstra um

Alerta comportamento de alerta para evitar o proximo ataque.

Ataque e Perseguicdo e Peixe A realiza um atague no peixe B. Peixe B foge. Peixe A persegue
Fuga para atacar novamente o peixe B.

Confronto com Reflexo Peixe confronta seu reflexo nas paredes do aquario, tentando atacar.
Fuga do Reflexo Peixe confronta seu reflexo nas paredes do aquario e recua ou foge.

Peixe ao perceber que serd atacado por outro peixe, inclina-se em dire¢éo

Movimento de Alerta . "
ao peixe, preparando para uma posicdo de contra-ataque ou fuga.

Fonte: Autor (2019)

Na avaliacdo dos efeitos comportamentais em diferentes concentragbes
dos herbicidas associados Picloram e 2,4-D foi observado alterac6es nos padrbées de
comportamento dos organismos-testes, descrito na tabela 10 e 11 de acordo com 0s
comportamentos avaliados por Santos (2019).

Para essa avaliacéo foi observado, nas primeiras oito horas de exposicao
dos peixes, 0s seguintes comportamentos: nado excitatorio, permanéncia na zona
superior do aquario por mais de 30 segundos, respiracdo na superficie do aquario,

perda de equilibrio, nado erratico, espasmos e paralisia.
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Tabela 14 — Manifestacdo dos efeitos comportamentais em 8h de exposi¢cdo aguda
aos herbicidas associados Picloram e 2,4-D.

Temp Concentraca Ngdo, . Zona Respiraca Perd_q d(_a Nagp Espasmo Paralisi
o o (mg/L) Excitatori Supfnor ona Equilibri  Erratic a
0 Superficie o} 0

0 + - - - - - -
3,5 + - - + + + -
5 ++ - - + + + -

0 6 +++ - - ++ ++ + -
7 +++ - - + + - -
8 +++ - + - - - -
0 + - - - - - -
3,5 ++ + - - + + )
5 ++ + + + + -

2 6 ++ ++ - ++ ++ -
7 ++ + + +++ ++ + -
8 + - - ++ ++ - +++
0 + - - - - - -
3,5 + + - + + - -
5 +++ + + +++ +++ - +

4 6 + - + +++ ++ - +++
7 - + - + - - -
8 - - - - - - +++
0 + - - - - - -
3,5 + ++ - + + - -
5 ++ + - +++ ++ - +

6 6 + - - + + - +++
7 + - - + + - +
8
0 + + - - - - -
3,5 ++ ++ + - - - -
5 + + + +++ + + ++

8 6 - - - - - + ++
7 - - - - - - +
8

Escala de pontuacéo dos efeitos em quantitativos de animais de cada concentracao:
- = Nulo (0 animais); + = Fraco (1-7 animais); ++ = Moderado (8-14 animais); +++ =
Forte (15-21 animais). *Foram considerados apenas 0s animais que permaneceram
mais de 30 segundos na regido superior do aquario. Fonte: Autor (2019)
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Tabela 15 — Manifestacdo dos efeitos comportamentais das 12 as 96h de exposicao
aguda aos herbicidas associados Picloram e 2,4-D.

~ Nado Zona Respiragd Perdade Nado .
Temp Concentraca o . e ... Espasmo Paralisi
Excitatori  Superior ona Equilibri  Erréatic
0 0 (mg/L) N .. a
0 Superficie 0 0
0 + - - + + - -
3,5 + ++ - + - - -
5 + + - +++ ++ + ++
12
6 - - - + + + ++
7 + - - + + - +
8
0 + + - - - - -
3,5 + + - + - - -
5 ++ + - +++ ++ - +
24
6 + - - + + - ++
7 + - - + + - +
8
0 + - - + + - -
3,5 + - - ++ ++ - -
5 + - - + + + +
48
6 + + - + + -
7 + - - + +
8
0 - + - - - - -
3,5 +++ - + + + - -
5 + - - + + +
72
6 + - - + + +
7 + - - + + +
8
0 + + - ++ - -
3,5 ++ + - + + -
5 + + - + - - -
96
6 + + - + + - -
7 + - - + + + +
8

Escala de pontuacéo dos efeitos em quantitativos de animais de cada concentracao:
- = Nulo (0 animais); + = Fraco (1-7 animais); ++ = Moderado (8-14 animais); +++ =
Forte (15-21 animais). *Foram considerados apenas 0s animais que permaneceram
mais de 30 segundos na regido superior do aquario. Fonte: Autor (2019)
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O Nado Excitatério é um comportamento resultante de um estresse. Nas
primeiras horas ap0s a aplicagdo do agrotoxico, os peixes demonstraram Nado
Excitatorio, agitacdo e agressividade. Esse comportamento pode ser descrito como
movimento opercular acelerado, nadadeiras aceleradas e agitacao corporal, como um
estado de alerta para atacar ou se defender de um ataque.

Embora os animais permanecerem no aquario sem exposi¢cao durante um
dia antes do experimento, para se adaptarem ao ambiente. Os animais dos aquarios
gue nao possuia agrotoxicos (grupos branco) demonstraram Nado Excitatério fraco.
Na concentracdo de 3,5 mg/L, o Nado Excitatério foi moderado nos tempos 2, 8 e 96
horas apds a exposicdo, no tempo de 72 horas, o Nado Excitatério foi considerado
alto. Na concentracdo de 5 mg/L, os peixes demonstraram o efeito moderado nos
tempos 0, 2, 24 horas ap6s a exposi¢cao, e no tempo de 3 horas, alto. Nos demais
tempo foram fracos. Na concentracdo de 6 e 7 mg/L, incialmente até as 2 horas ap6s
a exposic¢ao, foi observada uma redugéo dos efeitos forte para nulo, retornando a fraco
apos as 08 horas. No geral, os peixes demonstraram pouco excitado e mais letargico,
no periodo de 06 a 24 horas de exposicao.

O aquaério foi dividido em trés regides, no sentido vertical: Zona Inferior,
Zona Central e Zona Superior (Figura 16). O objetivo era avaliar a regido padrao dos
peixes e suas alteracdes quando expostos a concentracdes diferentes. Os peixes que
estavam sendo o controle, ou seja, sem exposicdo ao agrotoxico demonstraram uma
tendéncia predominante na Zona Inferior, em cardume e encarando seu préprio
reflexo na parede de vidro do aquario. Para avaliar esse comportamento foi
considerado o tempo de permanéncia do peixe em cada zona, principalmente por seu
comportamento excitatorio, 0 peixe ndo permanéncia muito tempo em cada zona. Os
peixes expostos ao toxico tiveram seu padrdo alterado em relagdo as zonas, foi
considerado um efeito fraco, apenas um ou dois animais, permaneciam segregados
na Zona Superior do aquario.

Na concentracéo 3,5 mg/L, os peixes se movimentaram para Zona Superior
mais intensamente que nas demais concentragdes. Nos tempos 2, 4, 24 e 96 horas,
poucos peixes permaneceram na Zona Superior. Nos tempos de 6, 8 e 12 apos a
exposicao, a presenca dos animais foi moderada. Na concentracdo 5 mg/L, no periodo
de 2 a 24 horas e no apés as 96h, houveram poucos peixes na Zona Superior. Nos
demais periodos permaneceram nas demais zonas. Na concentracdo 6 mg/L, poucos

peixes frequentaram a Zona Superior, apenas nos tempos 2, 48 e 96 horas. Na



78

concentragcéo 7 mg/L, observou peixes na zona superior apenas no tempo de 2 horas.
Na concentracdo 8 mg/L, os peixes estavam muito agitados ndo permanecendo na
Zona Superior por mais de 30 segundos, porém se locomoviam entre todas as zonas

até seu estagio de morte.

Figura 18 — Esquema da divisdo dos aquarios em zonas para avaliar a alteracéo
comportamental dos peixes em relacao ao posicao.

@@ — Zona Superior
@@@@ ém - Zona Central

Zona Inferior
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Fonte: Autor (2019).

Um outro comportamento observado nos peixes foi a sua respiracdo na
superficie do aquario. Embora os aquarios estivessem equipado com aeracéao forcada
continua, o peixe migrava para Zona Superior e absorvia o oxigénio fora da agua. Foi
um comportamento pouco notério, considerado um efeito praticamente nulo durante o
periodo de exposicao.

Contudo, foi observado pelo menos um peixe em cada concentracao
realizando esse comportamento durante as 96 horas de exposi¢cado. Na concentracao
3,5 mg/L, no tempo 8 e 72 horas. Na concentracédo de 5 mg/L, no tempo 2, 4 e 8 horas.
Na concentragdo 6 mg/L, as 4 horas. Na concentragdo 7 mg/L, no tempo 2 horas. E
na concentracédo 8 mg/L, no momento da exposi¢ao.

A Perda de Equilibrio foi um comportamento bem evidenciado durante a
exposicao ao agrotoxico em todas as concentragcdes. Em um comportamento padréo,
0S peixes mantem sua posi¢cao na horizontal ou uma leve inclinacéo antes de realizar
um comportamento agonista de ataque. No entanto, quando foi adicionado o téxico

em estudo, percebeu-se uma alteragdo em sua inclinacéo padréo. Alguns animais ndo
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conseguiram manter seu equilibrio, mantendo-se inclinado, na vertical para baixo ou
para cima.

Na concentracdo de 3,5 mg/L, os efeitos foram gradativos, manteve-se
fraco em praticamente todo o periodo de exposicdo, elevando para moderado apenas
na observacdo de 48h. Na concentracdo de 5 mg/L, os peixes demonstraram o efeito
forte a partir de 2 horas a 48 horas de exposi¢céo. Nas horas seguintes, o efeito ainda
foi evidente, no entanto, foi fraco. Nas concentracdes de 6 e 7 mg/L, os efeitos foram
fortes nas primeiras horas, reduzindo para fraco apds ao tempo de 8 horas.

O Nado Erréatico é um comportamento importante de ser avaliado. O nado
padrdo dos peixes, normalmente, descreve uma trajetdria direta até alcancar seu
destino. Nessa alteracdo comportamental, o peixe descreve uma trajetéria aleatoria
sem um destino final, sem rumo, como se buscasse uma saida. Normalmente esta
vinculado ao Nado Excitat6rio pois ocorre concomitantemente a um comportamento
de agitacéo ou agressividade.

Em todas as exposices foram observados a presenca de Nado Erratico.
Na concentracdo de 3,5 mg/L, os efeitos foram perceptiveis até a exposicao de 6
horas, e nulo no periodo de 8 a 12 horas. Porém, a partir tempo de 24 horas, alcancou-
se efeito moderado, reduzindo a fraco no restante do periodo de exposi¢do. Na
concentracdo de 5 mg/L, os efeitos foram moderado em quase todo periodo, exceto
no tempo de 4 horas que alcancgou efeito forte e nos tempos de 48 e 72 horas, o efeito
fraco. Nas concentracfes de 6 e 7 mg/L, os efeitos foram decrescente. Nas primeiras
horas observou efeitos forte e moderado, mantendo-se fraco a partir das 12 horas.

Os espasmos sdo comportamentos inesperados, podendo ser causados
pelo estresse a exposicdo de substancias toxicas. Eles sdo descritos como
movimentos involuntarios dos musculos que 0s peixes podem apresentar parado ou
em movimento.

Na concentracdo de 3,5 mg/L, foram observados espasmos nas 2 horas
apos a exposicdo e a partir das 72 horas de exposicao, considerados efeitos fracos.
Nas concentracdes de 5 e 6 mg/L, os efeitos foram alternados entre nulo e fraco,
sendo que fraco foram nos tempos de 0O, 8, 12, 48 e 72 apds a exposi¢cado. Na
concentracdo de 7 mg/L, os peixes manifestaram apenas efeito fraco no tempo de 2
horas e a partir das 48 horas até o final do tempo de exposicao.

A paralisia também foi um efeito observado durante a exposi¢ao. Os peixes

demonstravam imobilidade e um estagio de “quase morte”, ndo possuiam controle
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sobre os movimentos. Alguns eram arrastados pela corrente provocada pelo sistema
de aeracdo e outros permaneciam iméveis no fundo do aquario ou flutuando no
aguario.

Assim como no grupo controle, os animais expostos a concentracdo de 3,5
mg/L do agente tdxico ndo demonstraram esse paralisia. Na concentracdo de 5 mg/L,
a paralisia foi crescente nas primeiras horas, alcancando o apice em 8 a 12 horas de
exposicao. A partir das 24 horas, os efeitos decresceram para moderado e fraco.
Tornaram-se nulos em 96 horas. Na concentracdo de 6 mg/L, o efeito foi crescente
nas primeiras 4 horas, quando foi mais intenso. Apés as 6 horas de exposicao, o efeito
decresceu, iniciando o processo de recuperacdo a paralisia. Os efeitos se tornaram
fracos e nulos a partir do 24 horas. Na concentracao de 7 mg/L, os efeitos observados
foram menores pois obteve uma grande mortalidade dos animais. No entanto, até as
primeiras 4 horas de exposicéo, o efeito era nulo, elevando-se para fraco a partir das
6 horas. Na concentracédo de 8 mg/L, o comportamento de paralisia evolui muito rapido
para o estagio de morte, os todos os animais demonstraram paralisia até as 4 horas
de exposicado, apods isso foram considerados mortos.

Segundo Little et al. (1990), foram observados que o 2,4-D pode afetar, mesmo
em baixas concentracdes, a capacidade de natacéo da Oncorhynchus mykiss (truta arco
iris).

Morgan et al., (1991) descreveram 0s seguintes comportamentos, expondo
Oncorhynchus mykiss a trés agrotéxicos diferentes: respiracao irregular de natacao
erratica, respiracao laboral erratica, respiracdo irregular de superficie de natacao
respiracdo rapida ofuscou opercular respiracdo respiratoria laboral de natacéo
erratica.

Moura (2009) descreveu alguns comportamentos observados em
Oreochromis niloticus (tilapia do Nilo), Cyprinus carpio (carpa-comum) e Colossoma
macropomum (tambaqui), sdo eles: natacdo erratica e presenca frequente na
superficie do recipiente-teste, mudanca na coloragdo, letargia, além da formacgéo de
muco, 0 que se sabe tornaria 0s peixes sobreviventes vulneraveis a doengas e
predadores em seus habitats.

Sarikaya e Yilmaz (2003) descreveram comportamentos, com Cyprinus carpio
exposto ao 2,4-D, semelhantes a esse estudo, sendo nas concentragcdes mais baixas
saltos e nados agitados. Concentragées medianas, 0s peixes preferiam a superficie

do aquario. E nas maiores, os peixes tendiam ir ao fundo antes de morrer.
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Tramujas et al.,, 2006 descreveu os comportamentos anormais do Danio
rerio (peixe zebra) exposto a deltametrina como hiperventilacao, falta de coordenacéo
de natacéo

Foi observado nas menores doses de diafuran a Ctenopharyngodon idella
(Carpa capim) e Aristichthys nobilis (carpa cabeca grande) demonstraram
comportamentos letargicos (GOLOMBIESKI et al., 2005), assim como o Danio rerio
exposto ao diuron e hexazinona (SILVA , RAVANELI, PASCHOALATO, 2010)

Tesolin et al., (2014) evidenciou disturbios, permanecendo no fundo dos
aquarios, com periodos de natacao erratica e perda de equilibrio, intercalados com
periodos de paralisia, porém ainda reagindo a estimulos mecéanicos no Danio rerio
apos a exposicao a Ametrina.

Meyer e Barclay (1990 apud CETESB, 2019) determinaram alguns
comportamentos associados a agrotdxicos organofosforados. Para o DDT, lindane e
endosulfan sdo esperados: desordens no sistema nervoso central, aumento no ritmo
de ventilacdo das branquias, movimentos rapidos e abruptos do corpo e das
nadadeiras, natacdo nao coordenada, apresentando espasmos e convulsdes,
aumento da sensibilidade a estimulos externos, alta excitabilidade, perda de equilibrio
com periodos sucessivamente maiores de quietude até que cessam 0s movimentos
respiratérios. No caso dos diazinon e terbufos sdo esperados: letargia, perda de
equilibrio, descoloracdo escura, freqientemente avermelhada; hemorragia nos
musculos e abaixo da nadadeira dorsal, hipersensibilidade dos peixes, que nadam
rapidamente em circulos quando perturbados, nadadeiras peitorais e opérculos
estendidos involuntariamente para a posicdo mais anterior possivel e anormalidades

na espinha.

3.2 ALTERACOES HISTOPATOLOGICOS
3.2.1 Branquias

As principais alteracbes observadas nas branquias ocorreram na regiao
lamelar, onde ocorre a passagem de agua para processo de trocas gasosas. Essa
regido € constituida por lamelas primarias, revestida por epitélio estratificado, e
secundarias, composta por duas camadas de células epiteliais pavimentosas, células
pilares, células-cloreto e as células mucosas (MELETTI, 2003).

No tratamento com 3,5 mg/L, foi observado hiperplasia das células

epiteliais e mucosas em todas as lamelas secundarias e uma congestéo de eritrocitos
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nas lamelas primarias. No tratamento com 5 mg/L, apresenta as lamelas primarias e
secundérias difusas em processo de degeneracdo. No tratamento com 6 mg/L, a
lamela primaria esta em processo de degeneracao, acumulando alguns eritrécitos em
apenas uma regido, e a secundaria esta em fuséo e degeneracédo. No tratamento com
7 mg/L, a lamela priméaria esta difusa com poucos eritrocitos, as lamelas secundérias
a direita estdo com hiperplasia das células epiteliais e, ao lado esquerdo, ha auséncia
de lamelas secundarias. No tratamento 8 mg/L, nota-se a lamela primaria e secundaria
em estagio de degeneracao (Figura 19).

Ndo ha estudos histopatologicos, em tambaquis, com a exposicdo dos
herbicidas Picloram e 2,4-D associados. Porém, Marcato (2014) observou branquias
de Tilapias (Oreochromis niloticus) exposto ao 2,4-D, evidenciando o desprendimento
epitelial lamelar, hipertrofia das células pavimentosas e o aumento das células
cloridricas (MARCATO, 2014). E Botelho et al., 2012, em estudos com Picloram e
Carpa capim (Ctenopharyngodon idella), observaram elevacéo epitelial e proliferacao
celular parcial e fusdo das lamelas secundarias.

Ferreira (2016) descreveu algumas alteracbes em branquias de peixes
amazonicos, sendo eles: Carnegiella strigata (borboleta pintada), Hemigrammus
rhodostomus (rodéstomo), Paracheirodon axelrodi (tetra cardeal) e Colossoma
macropomum (tambaqui), sob exposicdo a quatro agrotoxicos, Deltametrina,
Imidacloprido, Glifosato e Diuron. As principais alteracées foram a descamacéo do
epitélio das lamelas secundarias, espacamento entre as células epiteliais e pilares e
hiperplasia das células epiteliais.

Braz-mota et al., (2015) e Vieira e Silva (2019) evidenciaram alteracdes
histopatolégicas em branquiais de Colossoma macropomum, expostos ao Glifosato,
como hipertrofia e hiperplasia do epitélio lamelar, descolamento epitelial, proliferagéo
de células cloreto e edema.

As branquias do Piaractus brachypomus (pacu), expostas ao Triclorfon,
apresentaram alteragcbes em células epiteliais das branquias “recortada” e com
acumulacdo de eritrécitos nas extremidades das lamelas secundarias. Algumas
regides também apresentaram hipertrofia das células epiteliais e desprendimento das
lamelas (MENDEZ et al., 2014).
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Figura 19 — Fotomicrografia da branquia de Colossoma macropomum exposto
agudamente aos herbicidas associados Picloram e 2,4-D.

A — Imagem controle. B — exposicao a 3,5 mg/L apresenta hiperplasia da lamela
secundaria. C — exposicdo a 5,0 mg/L apresenta auséncia da lamela secundaria e
auséncia de hemécias na lamela primaria. D — exposicdo a 6,0 mg/L apresenta
deformacdo da lamela priméaria e secundaria. E — exposi¢cdo a 7,0 mg/L apresenta
hiperplasia e degeneracéo da lamela secundaria. F — exposicdo a 8,0 mg/L apresenta
degeneracdo das lamelas. Fonte: Autor (2018)

Fajardo (2018) e Ronddén-Barragan et al., (2012) avaliaram os efeitos da
exposicdo do Glifosato nos peixes Prochilodus magdalenae (bocachico) e Piaractus
brachypomus (pacu), respectivamente. Em ambos os peixes, forma observados os
principais efeitos: a congestdo de eritrocitos, edemas nos espacos extracelulares,
hiperplasia do epitélio branquial, atrofiamento das lamelas e aneurisma.

Venturini (2014) observou que a exposicdo do agrotoxico Lambda-cialotrina
em Brycon amazonicus (matrinxa) causava proliferacéo de células cloreto, hiperplasia
do epitélio lamelar e hipertrofia do epitélio lamelar.

Segundo Mallatt (1985), o aumento das células mucosas provoca
hipersecrecdo de muco que pode levar a protecéo da estrutura tecidual em situacoes
ambientais adversas e exposicéo a possiveis intoxicantes.

Segundo Mello (2018) as hiperplasias servem como uma protecao contra
substancias toxicas, pois através da proliferacéo de células na regido lamelar reduzem
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a absorc¢do de oxigénio, logo, reducdo de absorcdo de xenobibticos para o organismo.
Porém, em um processo homeostatico, 0os peixes tendem a aumentar o nimero de

eritrocitos para facilitar a entrada oxigenacéao no organismo (IKEFUTI, 2012).

3.2.2 Figado

Nas laminas que continham o tecido hepatoldgico, além dos hepatdcitos,
foi observado células pancreaticas. Os hepatdcitos apresentaram forma arredondada,
citoplasma rdéseo, nucleo central com um ou dois nucléolos e organizacdo cordonal
das células (MELETTI, 2003).

No tratamento com 3,5 mg/L, foi possivel observar o fenbmeno de
vacuolizacdo em algumas regifes. Nos tratamentos com 6 e 7 mg/L, evidenciaram
vacuolos e células hepdticas anucleadas, além do aumento do citoplasmas e
migracdo do nudcleo para areas periféricas. Nas demais concentragdes de 5 e 8 mg/L,
néo foi possivel realizar a leitura histoldgica.

Embora ndo tenham sido encontrados estudo da histopatologia hepatica
para 2,4-D e Picloram associados, Botelho et al., (2012), utilizando apenas Picloram,
expos agudamente o Ctenopharyngodon idella (carpa capim) e ndo obteve resultados
significativos nas alteracdes do tecido do figado (BOTELHO, 2010).

Estudos realizados para avaliar a exposicéo da Cipermetrina e Glifosado
associado ao Benzopireno em células hepéticas do Colossoma macropomum
(tambaqui) também identificaram a presenca de vacuolos no citoplasma, congestao,
dilatacao sinusoidal, esteatose e picnose, além de hipertrofia e hiperplasia e necrose
(SILVA, 2016; CUNHA et al., 2018).

Outra espécie de peixe amazonica Piractus mesopotamicus (pacu) exposto
a Atrazina e Teflubenzuron demonstraram alteracdes semelhantes no figado como
hipertrofia, deslocamento do nucleo celular para a periferia, aumento do diametro do
capilar sinuséide, vacuolizacdo nuclear, vacuolizacdo e necrose (PAIVA, 2010;
IKEFUTI, 2012).

O Brycon amazonicus (matrinxd) também apresentacdo alteracdes
hepaticas em ensaios com a Lambda-cialotrina, como vacuolizacdo citoplasmatica,
hipertrofia celular, deslocamento nuclear, degeneracéo citoplasmatica e deformacao
da membrana (VENTURINI, 2014).
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Figura 20 — Fotomicrografia do figado de Colossoma macropomum exposto
agudamente aos herbicidas associados Picloram e 2,4-D.
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A — Imagem controle. B — exposi¢cao a 3,5 mg/L apresenta vacuolos. C
— exposigcdo a 6 mg/L apresenta aumento do citoplasma e migracéo do
nacleo para periferia. D — exposicdo a 7 mg/L apresenta vacuolizacao
e células anucleadas. Fonte: Autor (2019)

Estudos com outras espécies de peixes e outros ingredientes ativos
também demostraram alteracbes semelhantes. A exposicdo do Glifosato sobre
Prochilodus magdalenae (bocachico), Piaractus brachypomus (pacu) e Leporinus
macrocephalus (piaucu) demonstraram expansao celular, migracdo do nucleo para
periferia da célula, congestdo eritrocitaria nos vasos sanguineos, degeneragao
gordurosa e degeneracdo celular (ALBINATI et al., 2007; RONDON-BARRAGAN et
al., 2012; FAJARDO, 2018)

Nos tecidos hepaticos do Pterophyllum scalare (acard bandeira)
contaminado com ivermectina evidenciaram alteracfes significativas como congestao
hepatica, degeneracao gordurosa e degeneracao hidrépica (CARDOSO, 2017).
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A esteatose (presenca de vacuolos citoplasmaticos arredondados, claros,
aumentados e com nucleo deslocado para a periferia da célula) e necrose tecidual
(regides do tecido em que os nucleos exibiam picnose e/ou caridlise, com membranas
celulares descontinuas) sdo causados em resposta a sensibilidade do figado a
intoxicagdo por substancias quimicas (PINHEIRO et al., 2017; MELLO, 2018).

O aumento do fluxo sanguineo dos vasos sinusoides indica que o 6rgao
esta tentando eliminar aqueles residuos resultante do metabolismo de substancias
toxicas (VENTURINI, 2010).

Em geral, as principais alteragbes ocorrentes no figado quando tem
exposto aos agrotoxicos sdo: vacuolizagdo, hipertrofia, hiperplasia, congestéo,
degeneracdo e necrose, ndo caracterizando alteracdes especificas para o Picloram e
2,4-D associados, porém suficientes para indicar contaminacdo ambiental, se

realizado em uma avaliacdo de aguas superficiais.

4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos através da exposicdo aguda dos herbicidas
associados Picloram e 2,4-D em juvenis de Colossoma macropomum demonstraram
alteracBes significativas no comportamento e na histologia branquial e hepatica. No
entanto, as alteracdes relatadas ndo demonstraram especificidade aos toxicos em
estudos, pois descrevem efeitos semelhantes decorrente da exposicdo de outras
substancias quimicas em peixes. Contudo, essas evidéncias séo suficientes para
alertar os riscos de contaminacdo a populacdo da utilizacdo desses agrotoxicos.
Também foi possivel constatar, através desse estudo, a viabilidade do uso da espécie

Colossoma macropomum em testes de biomonitoramento para corpos hidricos.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo demonstra a viabilidade do uso do Colossoma macropomum, uma
espécie originaria da Amazbnia, como um organismo teste, em tendéncia para
pesquisas toxicologicas. Seu perfil enquadra-se como um peixe abundante no meio
ambiente, facil criagdo em cativeiro e de alta importancia econdmica. Além disso,
demonstra bons resultados nos testes de sensibilidade ao K2Cr207, além de possuir
uma sensibilidade também quando exposto a substancias toxicas, como 0s
agrotoxicos.

O uso dos juvenis de Colossoma macropomum, sob exposicdo dos
ingredientes ativos Picloram e 2,4-D, foi capaz de avaliar a toxicidade aguda atraves
da Concentracdo Letal Média (CLso), alteracdes comportamentos e histopatologicas,
em branquias e figado, confirmando sua utilizacdo para os testes toxicol6gicos e

evidenciando os riscos que esses herbicidas podem causar ao meio ambiente.
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