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RESUMO

Avaliar a toxicidade de pesticidas utilizados nas lavouras temporarias e permanentes para
organismos aquaticos permite elucidar perturbagdes instaladas recentemente ou agregadas ao
longo do tempo. Assim, este estudo ecotoxicologico buscou avaliar a toxicidade aguda do
pesticida clorpirifos 48% (Klorpan® 480EC) a fim de determinar a concentragio média letal
(CLso-96n) para juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum). A sensibilidade toxica do
organismo-teste foi avaliada preliminarmente utilizando-se a substancia-referéncia “Dicromato
de potassio”. Os ensaios de toxicidade aguda ocorreram em condigdes controladas de
laboratdrio, por 96 horas de exposicdo, sob sistema estatico. Os juvenis de peso médio
1.02+0.06g, foram distribuidos em grupos (n=15), formados por triplicatas de 5 individuos por
aquario para cada concentracdo da faixa de letalidade estabelecida: 2.5, 10, 15, 25 e 45 ug/L, e
mais um controle (branco). Os dados de letalidade foram tratados pelo método de Trimmed
Spearman-Karber®, e por anélises de Probito determinou-se a CLso-osn de 16.42 pg/L do
clorpirifés para os juvenis de tambaqui. Efeitos rapidos e severos provocaram a morte dos
animais em 48h de ensaio, e alteracbes comportamentais foram observadas até 96h de
exposicdo. Antes de induzir a morte nos animais, este pesticida provocou em todas as
concentracdes, algumas mudancas de comportamento como: batimento opercular acelerado,
nado continuo, respiracdo na superficie, perda de equilibrio natatorio, natacdo erratica, paralisia,
espasmos, convulsdo, e outros. As analises metodoldgicas qualitativas/quantitativas
exploratorias destes efeitos comportamentais, demonstraram possivel relacdo de concentracdo-
resposta. Os resultados permitem sugerir que, o pesticida clorpirifés demonstrou-se muito
toxico para peixes, e representa grande ameaca para a sobrevida da biota de ambientes

aquaticos.

Palavras-chave: Colossoma macropomum. Clorpirifés. Toxicidade Aguda.



ABSTRACT

Assessing the toxicity of pesticides used in temporary crops for aquatic organisms allows to
elucidate newly installed or aggregated disturbances over time. Thus, this ecotoxicological
study aimed to evaluate the acute toxicity of the 48% chlorpyrifos pesticide (Klorpan® 480EC)
in order to determine the mean lethal concentration (LCso-96n) for tambaqui (Colossoma
macropomum) fingerlings. Toxic sensitivity of the test organism was preliminarily assessed
using the reference substance “potassium dichromate”. Acute toxicity tests were performed
under controlled laboratory conditions for 96 hours of exposure under static system. The
medium weight of juveniles was 1.02 + 0.06g were distributed in groups (n = 15), formed by
triplicates of 5 individuals per aquarium for each concentration of the established lethality
range: 2.5, 10, 15, 25 and 45 pg / L, plus one control (white). The lethality data were processed
by the Trimmed Spearman-Karber® method, which by Probito analyzes determined the LCso.
o6h OF 16.42 g / L of the chlorpyrifos for tambaqui juveniles. Fast and severe effects caused the
animals to die within 48h of the test, and behavioral changes were observed up to 96h of
exposure. Prior to inducing death in animals, this pesticide caused some behavioral changes at
all concentrations, such as: accelerated operculum movement, continuous swimming, surface
breathing, loss of swimming balance, erratic swimming, paralysis, spasms, seizures, and others.
The Exploratory qualitative / quantitative methodological analyzes of these behavioral effects
demonstrated a possible concentration-response relationship. The results suggest that the
chlorpyrifos pesticide has been shown to be very toxic to fish, and poses a major threat to the

survival of aquatic biota.

Keywords: Colossoma macropomum. Chlorpyrifos. Acute Toxicity.
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1 INTRODUCAO

Os sistemas aquaticos constituem os principais receptaculos de contaminantes
resultantes das acOes antrdpicas, o que gera grande ameaca a saude do meio ambiente (DEB e
DAS, 2013; SUNANDA et al., 2016). Grande parte dos impactos ecoldgicos de acgdes
antrdpicas que afetam os sistemas de agua doce, tém suscitado o declinio e perda acentuada de
biodiversidade, pois em muitos casos, ha o desaparecimento de espécies antes mesmo de serem
sequer conhecidas e/ou estudadas (BARTHEM e FABRE, 2002).

O homem esta sujeito a sofrer contaminagdo ambiental por residuos desses toxicantes,
através de absorgdo por praticamente todas as vias de exposi¢cdo (dérmicas, respiratorias e
gastrointestinais), onde a ingestdo de alimentos e agua contaminados sdo 0s principais meios
dessa contaminacdo (LINHARES, 2014; SILVA, 2015). Segundo Moreira et al., (2014), a
utilizacdo de pesticidas pelos produtores nas atividades de agriculturas no Brasil é muito
intensa, isto vale para o controle ou combate, tanto de ervas daninhas como de insetos e outras
pragas que ameacam seus cultivos. Ademais, estudos toxicoldgicos utilizando animais como
peixes, focas, golfinhos e, aves, tém demonstrado a importancia desses animais para elucidar

efeitos na satde ambiental sobre diferentes popula¢des (BRASIL, 2015).

Com o intuito de se obter informacdes precoces sobre possiveis danos provocados por
esses xenobidticos em organismos ndo alvo, existem estratégias relevantes de estudos que
incluem o uso de bioindicadores e marcadores diversificados de efeitos (MAGALHAES e
FERRAO FILHO, 2008). Para estes autores, ha necessidade em se estudar particularmente
ecossistemas locais, a fim de se buscar com mais clareza alternativas de protecdo e conservacgao

das especies nativas ameacadas.

Existem éareas onde a contaminacdo de aguas adjacentes a lavouras tem sido
monitorada atraves do uso de peixes como bioindicadores (SPADOTTO et al., 2004). De
acordo com estes autores, esses individuos sdo capazes de “transparecer” suas proprias
situacOes toxicoldgicas, e também a de outros organismos da biota aquéatica. Varios trabalhos
reportam a toxicidade de diferentes classes de pesticidas como, inseticidas, piretrdides e
herbicidas, para diferentes organismos nao-alvo (CHAPADENSE et al., 2009; MOURA, 2009;
ROCHA 2009; ASSIS et al., 2010; ARANHA, 2013; KOCHANN, et al., 2013; CUNHA, 2014;
YASEEN et al., 2019).
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Zagatto e Bertoletti (2008), salientam que a temperatura é considerada um fator de
grande influéncia toxica de substancias isoladas ou fontes de contaminacéo nos diferentes locais
e/ou regides do Brasil. Nos trépicos sdo poucas ou nenhuma as informacdes sobre os efeitos
nocivos dessas substancias, comparando as regides onde o clima é temperado. Porém, varios
estudos tém voltado preocupacio para os ecossistemas tropicais (MARTINEZ e COLUS, 2002;
GUNNARSSON e CASTILLO, 2018). Segundo Souza (2014), as condi¢des sazonais dos
ambientes amazonicos pode influenciar no comportamento dessas moléculas, e isso suscita

atencdo de estudos futuros.

Segundo Malabarba et al., (1998), essas regibes possuem grande importancia
ecoldgica, pois abrigam e sustentam uma grande biomassa de peixes, nos canais de rios, lagos,
riachos, e outros, onde muitas dessas espécies possuem exploracdo para fins comercial ou de
subsisténcia. Os principais representantes dessa diversidade, sdo da Ordem Characiforme
(Caracideos), seguido dos Siluriformes e Gymnotiformes, além disso, existem também os de
menor escala mas ndao menos importantes, que sdo os Ciclideos, Osteoglocideos,
Cyprinodontideos e Poecilideos (BAYLEY, 1981). Deb e Das (2013) e Sunanda et al., (2016),
salientam que, investigar a toxicidade de “estressores quimicos” para os peixes se faz de grande
relevancia, pois, podem revelar perturbacdes precoces, e efeitos deletérios adversos que podem
indicar sobre a satde dos ecossistemas aquéticos.

Os trabalhos de ecotoxicidade para espécies de peixes de dgua doce no Brasil, sdo na
maioria, publicagdes em que se utilizam modelos tradicionais como Danio rerio, e Poecilia
reticulata, que sdo espécies introduzidas e muito usadas em bioensaios nas diferentes regides
do pais (USEPA, 2002; ABNT, 2004). Em contrapartida, a ideia de que a sensibilidade dos
peixes exoticos possuem semelhangas com os nativos de qualquer regido vém sendo estudada
nas ultimas décadas. Evidéncias literarias apontam diferencas significativas na tolerancia entre
espécies, e até mesmo entre individuos coespecificos, para substancias isoladas ou multiplas
(ZAGATTO e BERTOLETTI, 2008).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 PESTICIDAS

Agrotdxicos, agroquimicos, praguicidas, pesticidas, defensivos agricolas, e biocidas,
sdo alguns dos nomes usados para se referir aos venenos agricolas, que beneficiam diversos
setores da agricultura temporaria e permanente (FELIPPE, 2017). O termo “pesticidas” ¢ usado
internacionalmente, de forma correlata com a etimologia literdria anglo-saxdnica, na intencéo
de englobar maior parte dessas substancias (MORAGAS e SCHNEIDER, 2003). Varios autores
defendem a utilizagdo unificada da terminologia “biocidas”, emitindo se tratar de agentes
quimicos que eliminam vidas €, ndo somente os organismos alvo; além de que, seus riscos se
estendem desde a producéo até o processo de armazenagem (MORI, 2006; LINHARES, 2014;
FELIPPE, 2017). No Brasil, o termo “agrotoxicos”, criado para designar esses produtos toxicos,

estd apoiado na legislacédo atual 7802/1989.

De acordo com a ANVISA (Agéncia de Vigilancia Sanitaria), os agrotdxicos sao
classificados para os organismos-alvo (i.e. herbicidas para ervas-daninhas, fungicidas para
fungos, inseticidas para insetos, raticidas para ratos, dentre outros). Sua estrutura quimica é
inorganica (chumbo, cobre, cddmio, mercurio, entre outros), organica de sintese (carbamatos,
nitrogenados, clorados, fosforados, clorofosforados), e organica vegetal (piretrina, nicotina).
Ademais, adota-se a classificacdo desses compostos pelas faixas toxicoldgicas letais (extrema,
alta, moderada, e pouco toxica), e por periculosidade ambiental (extrema, alta, moderada, e
pouco perigosa) (BRASIL, 2016).

O uso de pesticidas no mundo chega em média a 2 milhdes de toneladas anuais, e
supera essas estimativas a cada ano (ABHILASH e SINGH, 2009). No decénio entre
2000/2010, o Brasil superou em larga escala o comércio mundial, chegando a atingir 190% de
aumento contra 93% do resto do mundo (FELIPPE, 2017). De acordo com relatos do “Dossié
da Abrasco” (2015), este patamar de consumo vem consolidando o Brasil como um gigante
mundial no uso de agrotoxicos. A mais de uma década, o pais, superou os Estados Unidos e se
tornou o maior consumidor desses produtos na atualidade (NAIME, 2017; FELIPPE, 2017).

A grande problematica desse impulso vigora em razdo de que, paises menos
desenvolvidos possuem dados alarmantes de intoxicacfes agudas por agrotoxicos (cerca de 70

mil/ano), e isso se deve principalmente a precariedade de higiene, aliado a falta de estudos e/ou
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informacdes por parte da populacdo (CHOWDHARY, BHATTACHARYYA e BANERJEE,
2014; SILVA, 2015).

Esses agentes quimicos sdo reportados como causadores de diversos males sobre a
salude (CASSAL et al., 2014), como exemplo: mal formacdo congénita (FELIPPE, 2017),
infertilidade e disfuncdo endocrina (LINHARES, 2014), depressao (SIQUEIRA et al., 2019),
imunossupressédo do sistema imunoldgico como causa de suscetibilidade a outras enfermidades
(SILVA, 2015), e doencas mutagénicas como cancer (INCA, 2015).

2.2 O USO DE PESTICIDAS NO BRASIL

O Brasil € detentor de um estimado potencial de agricultura e pecuéria, com extensas
areas de plantios e criacdo de rebanhos, onde o modelo de producéo é conciliado com o uso
compulsivo de pesticidas (DE DEUS e BANKONIY, 2012). Em virtude de varios fatores que
ameacam os plantios como, insetos, fungos, dentre outras variedades de pragas, além da
competitividade da vegetacdo nativa, € que os agricultores recorrem ao uso abusivo desses
“defensivos agricolas” para defender suas produces (WAICHMAN, 2008).

Segundo o “Relatorio Nacional de Vigilancia em Saude de PopulagGes Expostas a
Agrotoxicos”, no biénio de 2013/2014 os agrotoxicos organofosforados tiveram maior
comercializagdo no mercado brasileiro, e os mais vendidos foram: glifosato, atrazina, 2,4-D,
6leo mineral, acefato, metomil, clorpirifés, dicloreto de paraquate, carbendazim, e ametrina
(BRASIL, 2016). Em contrapartida, o elevado consumo dessas moléculas, tém gerado graves
riscos para a salde, referentes a casos de intoxicagdes incluindo mortes, tanto no meio rural
quanto urbano (SILVA, 2015; NAIME, 2017). Atualmente, estima-se que, pelo menos 400 mil
pessoas/ano no Brasil sdo atingidas por intoxicagdes com agrotoxicos organofosforados, e cerca

de 4 mil desses casos “evoluem” para mortes (BRASIL, 2016).

De acordo com a OMS (Organizacdo Mundial de Saude), de 1975 a 1990, o numero
de pessoas intoxicadas por agrotoxicos passou de 500 mil/ano para 3 milhdes/ano, ademais,
cerca de 220 mil casos de mortes foram relatados, além dos casos subnotificados e notificados
que ndo sdo admitidos nas notificacbes. Segundo a OCDE (Organizacao para a Cooperacao e
Desenvolvimento Econdmico), foram admitidos mais de 25 milhdes/ano de casos de
intoxicagBes ocupacionais por pesticidas neste mesmo periodo, nos paises em desenvolvimento
(CUNHA, 2007).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chowdhary%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24508992
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chowdhary%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24508992
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Banerjee%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24508992
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Os dados de intoxicacfes agudas por agrotoxicos que foram notificados junto ao
SINAN (Sistema de Informacgdes de Agravos de Notificagdo), nos anos de 2007 a 2013, sdo
apontados como a maioria dos casos de salde ocupacional, acidental e tentativas de suicidio,
provocados por pesticidas organofosforados (FELIPPE, 2017). Nos dados de intoxicacGes
emitidos pelo SINITOX (Sistema Nacional de InformagGes Toxico - Farmacoldgicas), no ano
de 2013, o numero de casos no Brasil foi de 42 mil, sendo 2.804 mil provocados por
agrotoxicos, sendo 209 mortes ocasionadas por estes, correspondendo a maior parte dos 0bitos

registrados por intoxicacfes (NAIME, 2017).

2.3 PESTICIDAS EM AMBIENTES AQUATICOS

O uso intensivo de pesticidas em areas agricolas resulta na contaminacdo das aguas
superficiais e subterraneas dos corpos hidricos adjacentes, diminuindo assim a sobrevida dos
organismos ndo alvo que compdem as biotas dos ecossistemas aquéaticos (SUNANDA et al.,
2016).

Ao serem langados na natureza, esses compostos apolares podem percorrer varias rotas
até atingir os corpos d’agua (Figura 1), ¢ seus residuos podem vir a alcangar o homem através

da ingestdo de alimentos e aguas contaminadas (LINHARES, 2014).
Figura 1 - Processos de contaminagdo aquatica por pesticidas langcados no meio ambiente.
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As caracteristicas fisico-quimicas das moléculas apolares, aliadas as condicGes
ambientais podem influenciar diretamente no carreamento destas através de diversos processos
como: lixiviacdo ou escoamento superficial do solo, e infiltragdes para os lencdis freaticos
(MARTINEZ e COLUS, 2002).

Ademais, pode haver deposicdo em sedimentos ou associacdo com particulas
suspensas nos cursos d’agua, conduzindo a reagdes, que podem atenuar ou potencializar seus
efeitos deletérios sobre o meio aquatico (NIMMO, 1985). Outrossim, estas moléculas podem
ser incorporadas por bactérias, planctons, macréfitas, microcrustaceos, peixes e entre outros
organismos ndo-alvo, levando ao acimulo de residuos nos diferentes niveis da cadeia tréfica
aquatica (TOMITA e BEYRUTH, 2002).

2.4 CONTAMINACAO AQUATICA POR PESTICIDAS NA AMAZONIA

A maior bacia hidrogréfica do mundo localiza-se na Regido Amaz6nica (JUNK, 1983;
SIOLI, 1985). Para tanto, esta conta com diversas redes de malhas hidricas, com grandes
mosaicos hidricos que irrigam e contribuem para a sua formacéo, além de incontaveis pequenos
corpos d’agua de extrema importancia para a sua regulacdo e manutencdo funcional dos
ecossistemas aquaticos regionais, entre estes estdo, igapds, riachos (igarapés), e corregos de
varzea ou terra firme (MALABARBA et al., 1998; SANTOS e FERREIRA, 1999).

A sazonalidade anual amazonica exibe uma peculiaridade caracterizada por periodo
seco ou verdo amazonico (de julho a outubro), e por periodo chuvoso (de dezembro a maio),
durante esses diferentes periodos, ocorrem as vazantes e cheias dos grandes rios, que passam a
restringir agua para seus leitos, e/ou acontece a inundacdo de grandes areas como varzeas e
igap6s (MITCHELMORE e CHIPMAN, 1998). Esse ciclo interfere diretamente na vida das
comunidades nativas, e sobretudo das ictiofaunas, pois esta regido possui uma parcela
significativa de diversidade de espécies e abundéancia, tidas como fontes de alimento ou renda
para os povoados locais (MALABARBA et al., 1998).

Os venenos agricolas estdo atingindo as aguas dos ecossistemas amazOnicos.
Conforme pesquisas informam que os ambientes aquaticos dessas regides vém sofrendo com a
contaminacéo dessas moléculas, sobretudo de produtos organofosforados, incluindo o pesticida
clorpirifés (SOUMIS, ROULET e LUCOTTE, 2000; SOUMIS et al., 2003; SOUZA, 2014;

LUIS PIRES, 2015). Soumis et al., (2003) confirmam a presenca residual em musculos de
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peixes pescados em regido amazonica, e Luiz Pires (2015) em amostras de &gua coletadas de
trechos de rios. Nesse cendrio, os pesticidas sdo bastante usados nas agriculturas, pecudrias,
sendo os organofosforados preferidos por produtores e para uso doméstico (SOUMIS,
ROULET e LUCOTTE, 2000). E segundo Chen et al., (2014), o clorpirifos possui destaque de
uso dentre os diversos pesticidas existentes na atualidade, por ser um produto adquirido por

baixo custo e possuir alta eficiéncia.

2.5 ATIVIDADES DE MONOCULTURAS E O USO DE PESTICIDAS NO MUNICIPIO DE
SANTAREM- PARA, AMAZONIA, BRASIL

A expansdo da agricultura tem experimentado um importante avanco nas fronteiras
agricolas localizadas ao norte do Brasil, e a producdo de grdos tem esbocado valores
consideraveis. No final da década de 1990, a implantacdo da agricultura graneleira mecanizada
na regido Oeste do Para, se deu com a produgdo de grdos (principalmente a sojicultura),
primeiramente nos municipios de Belterra, Santarém e, Mojui dos Campos, para depois se
expandir as demais localidades (VENTURIERI et al., 2007).

A soja continua sendo a monocultura mais importante da atualidade (BARTHEM e
FABRE, 2004; SANTOS, 2015; ANDRADE, 2016), e a lavoura temporaria mais
intensivamente praticada na Amazonia brasileira. Essas lavouras comumente sdo “defendidas”
pelos produtores através da utilizacdo massiva de pesticidas, fertilizantes, dentre outros
(OLIVEIRA, SANTANA e HOMMA, 2013). Ainda, segundo este autor, as estratégias

sustentaveis como o plantio direto, existem raramente nessas regides.

Santarém-PA, é um dos municipios que tem se destacado como importante polo
regional de agricultura do Para e do Brasil, porque nessa regido, existem condi¢des favoraveis
para a producdo e o escoamento, como: grandes areas de terras, porto estratégico (da empresa
CARGILL), e vias pavimentadas (Rod. BR-163) que liga sul ao norte do Brasil, além de
hidrovias (CARDOSO, 2006; ARTUZO et al., 2018).

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE (BRASIL,
2017), estes municipios apresentam forte setor de producdo de soja, pois destacam-se entre 0S
maiores produtores do estado do Para. A figura 2, mostra a producéo de soja (toneladas) pelos

dez municipios do estado do Para que mais produziram esse grdo no ano de 2016.


https://www.embrapa.br/busca-de-publicacoes/-/publicacao/list/autoria/nome/antonio-cordeiro-de-santana?p_auth=XWthz58U
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Figura 2 - Quantidade de soja produzida pelos dez municipios com maior produgdo do estado do Para, no ano de
2016, em toneladas. Estdo entre estes, 0s municipios de Belterra, Mojui dos Campos e Santarém.

Producao de soja (toneladas). Municipios do Pard, 2016.
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2.6 A UTILIZACAO DE PESTICIDAS ORGANOFOSFORADOS E A SUA
TOXICIDADE

Os pesticidas organofosforados sdo moléculas derivadas de &cidos fosféricos
(fosfonicos, fosfotidicos e fosfonotidicos), que geralmente apresentam baixa solubilidade e sdo
detentoras de alta lipofilicidade (CAVALCANTI et al., 2016). Além de que, normalmente

tornam-se mais hidrolisaveis e menos precipitadas em ambientes alcalinos (LINHARES, 2014).

Figura 3 - Férmula estrutural quimica geral dos organofosforados. X= O, S ou Se; R1; R2=alquil, aril, SR’ou
OR’; L=halogénios, alquil, aril ou heterociclicos, incluindo o grupo fosforil (P=0), ou tiofosforil (P=S), e os
grupos lipofilicos (arilas ou aquilas) que sdo R1 e R2, e o grupo L de saida.
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Fonte: Linhares (2014)
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Essa classe de pesticidas foi descoberta no fim da década de 1930, e a partir de entéo,
varios desses produtos passaram a ser produzidos em massa (milhares de toneladas) pela
industria quimica (TOY, 1976). Durante a Segunda Guerra Mundial, quando esses compostos
vieram a ser utilizados como arma quimica “militarizada”, foram apelidados de “agentes
nervosos” (KING e AARON, 2015). A partir da década de 1970 os organofosforados passaram
a substituir, dentre outras classes, os compostos organoclorados, tendo em vista a baixa

persisténcia ambiental que estes oferecem (SANTOS et al., 2007).

No ambito da toxicocinética, a compreensdo sobre o metabolismo desta classe de
pesticidas é muito importante para especificar tratamentos, dentre outros fins (LINHARES,
2014). No processo de biotransformacdo que acontece primariamente no figado, essas
moléculas podem sofrer “destoxificacdo” em até 48 horas, e por excrecao urinaria serem
eliminadas como metabdlitos considerados ndo téxicos, o0 TCPy (3,5,6-tricloro-2-piridinol), e
o DEFT (dietilfosforotioato) (EATON et al.,, 2008). Por outro lado, podem sofrer
“dessulfura¢ao”, formando metabolitos do tipo oxon que sdo altamente ativos no meio
bioldgico pois formam radicais livres, mas também podem sofrer degradacédo pelo organismo e
serem eliminados fisiologicamente (TESTAI, FRANCA e DI CONSIGLIO, 2010; NAIME, 2017).
Desse modo, pela dupla ligagao fosfatidica, estas moléculas quimicas, formam liga¢des “oxon”
com atomos de oxigénio, do tipo fosfato (P=0), ou “tion” com atomos de enxofre, do tipo
fosforotioato (P=S) (VALE, 1998).

Vale enfatizar, que o metabolito TCPy antes considerado menos téxico de que o seu
composto de origem, teve tragcos toxicoldgicos (hepatotoxico e nefratoxico) de seus
componentes, apds 48 horas de exposicdo, revelados em camundongos, conforme afirma o
estudo de Deng et al., (2016). Nessa vertente, tanto 0 composto original como seus metabo6litos
séo denominados de alto risco para 0 meio ambiente, incluindo animais e plantas (EFSA, 2014,
KOPJAR et al., 2017).

A maioria das moléculas organofosforadas possui propriedades com lipossolubilidade
contribuinte para uma rapida absor¢do pelas membranas celulares dos organismos
(HODGSON, 2012). Alguns sdo muito lipofilicos (clorpirifos, diazinon, temefés, malation,
paration, metil-paration, fention, cumafds, dimetoato, etion e o sulfotepp) (LINHARES, 2014).
Devido a alta lipofilicidade, se ingeridos, podem sofrer deposi¢cdo nos tecidos gordurosos de
organismos ndo alvo. Ademais, podem atravessar facilmente a barreira hematoencefalica
(TESTAI, FRANCA e DI CONSIGLIO, 2010; FELIPPE, 2017), e a barreira placentaria, podendo

estar presentes na placenta, no corddo umbilical, e possivelmente, no feto (GUPTA, 2006).
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Sabe-se que seus efeitos, se caracterizam, por provocar primariamente a “sindrome
colinérgica” pela hiperestimulagdo colinérgica no organismo (SILVA, 2015). Essa
superestimulacdo desencadeia varios sintomas como: broncorreia, desequilibrio, depressédo
respiratoria, alteragdes comportamentais, fasciculacdo cardiaca e musculoesquelética,
convulsdes, e morte (LINHARES, 2014). Assim, devido a ACh ser atuante nos sistemas
nervoso central (SNC) e periférico (SNP), essa superestimula¢éo provoca uma série de sinais e
sintomas que podem caracterizar a intoxicagdo aguda como “‘sindrome ou crise colinérgica”
(CAVALCANTI et al., 2016). De acordo com Souza (2014), todos os pesticidas modernos
possuem acao neurotoxica, contudo, vale sobressaltar, que efeitos ndo colinérgicos como o
estresse oxidativo, respiratdrio e cardiaco, também sdo objetos de investigacfes sobre a salde
em condic¢des experimentais (MEYER, 2005; FELIPPE, 2017; NAIME, 2017).

Apesar desta classe de substancias quimicas ser considerada de baixa persisténcia ao
longo das cadeias troficas, ressalta-se que pesquisas vém revelando efeitos deletérios, em
organismos aquaticos ndo alvo, provocados por esses xenobioticos, que expdem 0s organismos
a estresses de alteracbes morfoldgicas, comportamentais, oxidativas, bioquimicas,
histopatoldgicas, hematoldgicas, reprodutoras, além de desenvolvimento (SUNANDA et al.,
2016). Muitos dos ingredientes ativos desses toxicantes (agrotoxicos) sdo classificados de baixa
toxicidade, em virtude dos efeitos agudos pelos testes rapidos de DLso em ratos, mas, estes
podem causar efeitos de estagios crénicos, que muitas vezes, podem levar meses, anos, ou

ainda, décadas, para ser manifestados ap0s a exposicdo (BRASIL, 2015).

A utilizacdo indiscriminada de agentes organofosforados podem atingir 0s organismos
alvo e ndo-alvo do mesmo modo, pois estes produtos costumam ser altamente toxicos e,
geralmente possuem amplo espectro (ABDEL HALHIM et al., 2006; DEB e DAS, 2013;
SUNANDA et al., 2016). Assim, eventuais desordens colinérgicas, decorrentes da acdo dos
organofosforados, podem afetar as terminacBes nervosas e sinapses que contém transmissao
nervosa pela ACh, bem como nas junc¢des neuromusculares de vertebrados, onde estes atuam

como neurotransmissores primarios (SILVA, 2015).

A acetilcolina (ACh), encontra-se distribuida por todo o sistema nervoso, e
destacadamente, estd presente no cerebro, nas jungdes neuromusculares, nos ganglios dos
sistemas nervosos simpatico e parassimpatico, além dos p6s-ganglios das terminacdes nervosas

parassimpaticas e simpaticas, esta Ultima inerva vasos sanguineos e glandulas
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sudoriparas.Ademais, também existem nas termina¢fes nervosas sensoriais e sinapticas nao
ganglionares supra-renal (COSTA et al., 1988; LINHARES, 2014).

Esta biomolécula (ACh), tem um papel importante também na interacdo com outros
neurotransmissores em circuitos cerebrais que regulam a funcdo motora; o sono/vigilia, a
cognicéo (de aprendizagem, memoria e atencdo), respostas sensoriais e de nocicepgéo, além de
excitacdo; os movimentos contrateis das musculaturas lisa e esquelética (POWER,
VAZDARJANOVA e MCGAUGH, 2003; SARTER e PARIKH, 2005; JONES, BYUN e
BUBSER, 2012).

Em termos de acdo de receptor molecular, a ACh, ativa receptores de duas classes:
nicotinicos e muscarinicos. Como exemplo, os receptores nicotinicos estdo presentes nos
ganglios auténomos e musculoesqueléticos; enquanto, 0s receptores muscarinicos estdo
presentes na musculatura lisa do miocardio (regulando frequéncia dos batimentos cardiacos),
da motilidade géstrica, e de glandulas exdcrinas, entre outros locais (GUEVARA e PUEYO,
1995; VENTURA et al., 2010).

Por sua vez, a acetilcolinesterase (AChE) é responsavel pela rapida degradacdo da
ACh nas sinapses colinérgicas e jun¢des neuromusculares, modulando os impulsos nervosos da
comunicagdo neuronal (LINHARES, 2014). Removendo, assim, 0 excesso desses
neurotransmissores, e regulando a concentracdo destes na fenda sinaptica (TOUGU, 2006);
sendo que, uma unica molécula de AChE pode desativar até 300 mil moléculas de ACh por
minuto (ASSIS, 2008). Por isso, na intoxicacdo por estes agentes quimicos, a AChE é
reconhecida como fator de maior relevéancia (FELIPPE, 2017).

Algumas investigacdes utilizando marcadores para AChE em peixes, afim de
monitorar pesticidas organofosforados e carbamatos no meio aquatico, confirmaram que a
Carpa comum - Cyprinus Carpio (RODRIGUES FUENTES e GOLD-BOUCHOT, 2000),
Tilapia do Nilo - Oreochromis niloticus (CHANDRASEKARA e PATHIRATNE, 2005), e 0
Tambaqui - Colossoma macropomum (ASSIS, 2008, ASSIS et al., 2010, CARVALHO et al.,

2014) séo especies com potencial para biomonitorar presenca de alguns desses pesticidas.

Os neurotransmissores (ACh), sdo sintetizados no citoplasma do terminal axdnico da
célula pré-sinaptica, e estocados nas vesiculas sinpticas para maturagéo e liberacdo na fenda
sinaptica (LINHARES, 2014).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Byun%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21956443
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Como demonstrado no esquema da figura 4, na neurocomunicacdo colinérgica, o
processo de liberagdo da ACh na fenda sinaptica ocorre apds a ativagdo dos canais de Ca?*,
presente no neurdnio pré-sinaptico. A entrada destes ions sinaliza as vesiculas do neurdnio pré
sinaptico, que por sua vez, deslocam-se e se ancoram na membrana pré sinaptica (terminal

axonico), através das proteinas de ancoragem, e assim liberam as moléculas de acetilcolina.

Apos a liberagdo, a ACh atravessa a fenda sinaptica se liga a receptores colinérgicos
(nicotinicos ou muscarinicos) presentes na membrana pds-sinaptica, ativando suas vias de
transducdo do sinal da célula-alvo. Simultaneamente, a enzima AChE (especifica da sinapse),

se encarrega de fazer a hidrdlise da ACh em colina e acetato (CARVALHO et al., 2014).

Figura 4 - Esquema de transmisséo da sinalizagao sinéptica colinérgica. A: Acetil; CoA: Coenzima A; Ch: Colina;

ACh: Acetilcolina; AChE: Acetilcolinesterase; ChAT ou CAT: Colina Acetiltransferase; VAChT: Transportador
vesicular de ACh; mAChR: Receptor muscarinico; nAChR: Receptor Nicotinico.
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2.7 TESTES DE TOXICIDADE PARA AVALIACAO DE CONTAMINACAO AQUATICA

A fim de conhecer e ampliar as informacdes acerca do passivo ambiental dos
toxicantes que sdo langados no meio ambiente pelo homem, bem como informar sobre a
qualidade da agua, e predizer suas ameacas para a sobrevivéncia dos organismos vivos, é que
sdo realizados os testes de toxicidade (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2008). Com base na
resolucdo N° 357 do CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente), estes bioensaios sao
imprescindiveis para avaliar os riscos das substancias isoladas ou misturadas, sobre os sistemas

aquaticos.

A ecotoxicidade das substancias e 0s impactos que acontecem nos ambientes aquaticos
pode afetar 0s organismos nao alvo e causar intoxicacdes ecoldgicas que podem se manifestar
nos diferentes niveis organizacionais de maior complexidade (FERREIRA, 2003). Neste
sentido, Callisto et al., (2004), salientam que 0s organismos Vvivos sdo capazes de predizer
perturbacBes no ambiente para diversas fontes de contaminagfes pontuais ou difusas. Por
exemplo, os peixes, possuem grande relevancia nesse sentido, principalmente por apresentarem
varias vias de exposi¢do como, a superficie corporal, branquial, sensoriais, gastricas, cavidade
oral e trato gastrointestinal (SOUZA, 2014; ASSIS, et al., 2010; MATAQUEIRO, 2002).

Diversos autores, sobressaltam a importancia de testes com organismos modelos, para
a elucidacdo de possiveis efeitos sobre a salide ambiental, haja vista que, os toxicantes pode
atingi-los diretamente em seus hébitats (MAGALHAES e FERRAO-FILHO, 2008; ZAGATTO
e BERTOLETTI, 2008; AMORIM, 2014; SOUZA, 2014). Assim também, Callisto et al.,
(2004), citam a importancia dos bioindicadores em ensaios de toxicidade, incluindo as relacbes
de efeitos para espécies, populacdes, comunidades, considerando a presenca, abundancia e
distribuicdo destes organismos no cenario dos impactos. Além de que, estes organismos
apresentam baixa tolerancia e sensibilidade representativa para os mais diversos toxicantes
(LOMBARDI, 2004).

Nos bioensaios realizados em ambiente laboratorial, geralmente sdo usados modelos
in vivo recomendados por referéncias de competéncia internacional, como a USEPA, OCDE, e
a ASTM (CALLISTO et al., 2004). Comumente s&o organismos que representam diferentes
organizagOes da biota aquéatica (Daphnia magna (microcrustaceo), Danio rerio (peixe), ourico
do mar, algas, entre outros), e que apresentam critérios e requisitos como a facilidade de
obtengdo, e manutencdo nas diferentes fases do ciclo de vida, a que se deseja estudar
(ZAGATTO e BERTOLETTI, 2008).
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A maioria desses ensaios sao embasados em avaliagdes experimentais de toxicidade
aguda e cronica para substancias toxicas e efluentes (LOMBARDI, 2004). Os ensaios agudos
sdo precedentes, e servem de base para 0s outros estudos simultaneos, que avaliam respostas
subletais, como os testes de toxicidade crénica ou de avalia¢bes para riscos ecotoxicoldgicos
(SOUZA, 2014). Os dados de mortalidade determinam a concentracdo ou dose média letal
(CLso ou DLsg) como resposta rapida e severa no periodo de 24 a 96 horas, podendo levar horas
ou dias de avaliacbes, mas 0 tempo maior de exposicdo aguda em sistemas aquaticos é de 96

horas.

Todavia, os testes de toxicidade cronica avaliam respostas toxicologicas resultantes de
multiplas exposicGes e por periodos mais prolongados, em concentracGes ecologicamente
relevantes (ROCHA, 2009). As doses seguras comumente utilizadas nestes ensaios, Sao
estabelecidas relativamente abaixo da faixa determinada com as concentracbes nominais de
letalidade para 50% dos animais (i.e. menores que a CLso) (FERREIRA, 2003). Contudo, as
respostas em concentracfes subletais, por periodos prolongados, podem se assemelhar as
respostas por exposicao em doses altas por periodos curtos, onde a diferenca se estabelece no

tempo para a manifestacdo dos sinais observados (HELLAWELL, 1998).

2.8 COMPORTAMENTO DE PEIXES COMO INDICADOR DE TOXICIDADE
AQUATICA

Estudos etol6gicos de biomonitoramento possuem enorme importancia na
ecotoxicologia, isso se da principalmente pela extrema sensibilidade de percepcéo fisioldgica
gue esses organismos possuem frente a perturbacdes no ambiente (HELLOU, 2011). As
respostas intrinsecas a situacdes alheias, estimuladas por acdes/reacdes conjuntas, podem ser
interpretadas como comportamento e, estes estimulos podem ser mediados por fatores internos
(moleculares), ou fatores externos (fisicos e/ou ecoldgicos) (SCOTT e SLOMAN, 2004). Essas
respostas sdo dependentes de condicionantes a que o organismo esta confinado/exposto. Ou
seja, sdo influenciadas pelo meio, e sdo essas varidveis que determinam a vitalidade do
organismo (LITTLE et al., 1990).

Segundo Faucher et al., (2008) e Amorim (2014), as respostas comportamentais séo
marcadores importantes de estudo, por poderem ser evidenciadas em concentragdes
ecologicamente relevantes (subletais). 1sso pode ser perceptivel em contaminagdes com metais

pesados presentes na agua, onde estes causam a diminuicdo ou aumento de comportamentos
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predatorios (MONTIGLIO e ROYAUTE, 2014). Em se tratando dos peixes, € notoria a
importancia de alteracGes sobre o comportamento padrdo dos organismos, visto que, sdo as
caracteristicas especificas (biologicas, quimicas e fisicas) que conduzem sua adaptacdo as

exposicoes ecoldgicas, e direcionam sua sobrevivéncia no habitat (AMORIM, 2014).

E de suma importancia o comportamento animal como objeto de estudo para o
entendimento de mecanismos subjacentes as respostas bioguimicas e fisioldgicas que instigam
0 organismo a realizar nuances e/ou repertério comportamental, pois sdo fundamentais para
sobrevivéncia animal frente a perturbagdes ambientais (GOUVEIA JR et al., 2006). De acordo
com Amorim (2014), existem varias formas de se estudar o comportamento animal frente a
toxicantes, e um deles € por intermédio de observacGes e quantificacbes (scores) de inUmeros
parametros (endpoints) a que se almeja avaliar, onde podem ser incluidas respostas como,
medo/fuga, agressividade, memdria, capacidades de locomocao, reproducéo, alimentacgdo, entre

outras nuances.

Frente a exposi¢do ambiental por diferentes moléculas organicas ou inorganicas, Scott
e Sloman (2004), relatam que as respostas intrinsecas que provocam altera¢cdes morfoldgicas a
situacOes alheias sdo estimuladas por agdes e/ou reacdes paralelas que podem ser interpretadas
conjuntamente como o comportamento; onde os estimulos podem ser fatores internos, do
préprio organismo (biogquimicos, bioldgicos e/ou fisioldgicos) ou mesmo externos (fisicos e/ou
ecoldgicos). Em ambientes sujeitos a agdes antrépicas como a dispersdo de produtos quimicos,
existe risco eminente de “pressdo seletiva” sobre espécies como possiveis efeitos adversos

desses agentes (FLEEGER, CARMAN e NISBET, 2003).

Existem relatos de que, na antiguidade, Aristételes realizou experimentos expondo
peixes de dgua doce em dgua marinha, para estudar as respostas desses organismos (BUIKEMA
e VOSHELL, 1993). No Brasil, estudos de investigacdes comportamentais em peixes estdo
presentes nas literaturas, sendo reportados em testes com contaminantes isolados ou efluentes
maultiplos em testes ecotoxicologicos dos mais diversos fins (GOUVEIA JR et al., 2006).
Estudos na literatura demonstram efeitos de alteragbes comportamentais relevantes na
toxicidade de agentes quimicos sobre os peixes. Segundo Levin et al., (2004), os efeitos sobre
a natacdo dos peixes sdo sempre investigados, porque alteracGes nas respostas de atividade

motoras podem indicar a situa¢do toxica a que 0 organismo esta submetido.

Radhaiah, Girija e Rao (1987), mencionam que, dentre os principais efeitos subletais

associados a exposicOes a estressores quimicos descritos na literatura estdo: inquietacéo,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Carman%20KR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14630423
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movimento rapido, dificuldades respiratorias, secrecdo excessiva de muco, convulséo, letargia,
perda de equilibrio e mudanca na coloracdo. Deb e Das (2013), incluem mudangas em
preferéncia de temperatura e esquiva comportamental como alteraces subagudas. De acordo
com Jarvinen e Tanner (1982), o comportamento dos organismos vivos das biotas em ambientes
aquaticos sao sujeitos a sofrer influéncias de perturba¢Bes quimicas, que consequentemente

desequilibram o sistema fisioldgico destes individuos.

Para Venturini (2010), Amorim (2014), e Wolff e Donatti (2016), quando submetidos
a condicOes desfavoraveis, os peixes passam a apresentar respostas fisioldgicas compensatorias
pelo mecanismo de estresse, na tentativa de sobreviver. Isto pode comprometer o equilibrio
homeostatico do individuo, que pode se restabelecer sofrendo adaptacdo fisioldgica e
comportamental (CHROUSOS, 1998), ou quando tais respostas excedem os limites de
tolerancia geralmente ocorre morte (ROTTMANN, FRANCIS-FLOYD e DURBOROW,
1992).

Com base nas evidéncias neurotoxicas, da literatura, para os organofosforados sobre
0s peixes, € possivel observar que a convulsdo € um dos sinais sistémicos principais associados
aos efeitos graves destes agentes quimicos. Assim, vale sobressaltar, que a convulsdo é um dos
efeitos globais causados pela hiperestimulacdo colinérgica, gerados pela intoxicacdo aguda a
nivel de sistema nervoso central e periférico, que ocasionam crise ou sindrome colinérgica,
segundo Linhares (2014). No entanto, nos peixes, 0s relatos de convulséo frente ao clorpirifos
ou outros organofosforados sdo apenas citados como sinais de alteracGes observados, e néo

existem maiores detalhes.

Contudo, Bem Hur Mussulini et al., (2013) apontam para a importancia em se
caracterizar os efeitos de alteragdes comportamentais vistas em modelos experimentais (assim
como 0s peixes), para a elucidacdo complementar sobre os efeitos de farmacos ou téxicos com
mecanismos de acdo reconhecidos. Para tanto, estes autores, utilizaram o farmaco padrao
pentilenotetrazol (PTZ), que comumente é usado para estudo de epilepsia em modelos animais,
mas, apesar de sua constante utilizacao, tais autores citam a falta de caracteristicas indicativas
de crises epilépticas com informagdes mais detalhadas. De tal modo, que caracterizaram as
eventuais alteragdes comportamentais da epilepsia, e elencaram alguns estagios (parametros):
nado curto (0); aumento da atividade de natacao e frequéncia de movimentos operculares (1);
movimentos erraticos (2); movimentos circulares (3); comportamento semelhante a convulsao

clénica (4); afundamento e comportamento semelhante a convulséo tonica (5); morte (6).
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Segundo relatos destes mesmos autores, a epilepsia, € um transtorno que atinge o
sistema nervoso central (SNC) e provoca diferentes tipos de crises convulsivas recorrentes,
onde suas manifestagdes ocorrem a partir de distarbios e/ou desordens neuronais complexas.
Pelos inimeros casos incidentes no Brasil (onde ocorreu a pesquisa) e no mundo, a epilepsia
possui grande importancia para a saude publica. Nessa tomada, pode-se relacionar a
importancia em se estudar respostas semelhantes em peixes nos estudos com organofosforados,
pois esta classe de agentes quimicos possui agdes neurotoxicas que provocam efeitos sobre o

sistema nervoso, e que podem levar a convulsdo e morte aos individuos intoxicados.

29 O USO DO PESTICIDA CLORPIRIFOS E SUA TOXICIDADE SOBRE O
COMPORTAMENTO DE PEIXES COMO ORGANISMOS NAO ALVO

O clorpirifés é considerado altamente toxico (classe toxicoldgica 1) para a saude
animal e humana, e seu potencial de risco ambiental é muito perigoso (classe Il) (BRASIL,
2016). Pelas suas caracteristicas fisico-quimicas, este composto apresenta baixa solubilidade,
alta lipofilicidade e baixa volatilidade em ambiente &cido, logo, torna-se menos persistente em

ambiente alcalino (Tabela 1).

Tabela 1 - Informagdes sobre as propriedades fisico-quimicas do pesticida clorpirifds

Propriedades

Caracteristicas

Nome Quimico

0,0-dietil O-(3,5,6-tricloro-2-piridila) fosforotioato

Nome Comum Clorpirifos
N° de registro CAS 002921-88-2
Peso Molecular 350,59
Formula Molecular CoH11CIsNOsPS
CHa
Estrutura Quimica <
0
cl SQP/ /\
Al
ol O 3 o] CHa
N
Cl
Estado Fisico Emulsdo Cremosa
Ponto de Fusdo (°C) 42°C
Pressédo de Vapor a 25 °C 2,51 x 10°*mmHg
Constante da Lei de Henrya 20° C 0,00000293atm-m3/mol
Solubilidade em 4guaa 24 °C 1,12mg/L
Log de P (n-octanol/agua) 4,96
pH 4,7-63 dias
Estabilidade a 25°C pH 6,9-35 dias
pH 8,1-23 dias

Fonte: https://www.srcinc.com; Mori (2006).
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No ano de 2004, a ANVISA proibiu a disponibilidade de produtos domissanitarios a
base de clorpirifés. Ndo obstante, 0 MAPA mantém sob recomendagdes seu uso, em atividades
agricolas, como plantacGes de soja, algoddo, batata, milho, entre outras. Este € um composto
organofosforado bastante empregado como alternativa de combate as pragas, nas agriculturas
por todo o territorio nacional (BRASIL, 2016).

Evidéncias literarias informam sobre a toxicidade extrema que o pesticida
organofosforado clorpirifds representa para organismos ndo alvo aquaticos, e apontam para 0s
peixes como ferramentas importantes de estudos com este composto. A toxicidade deste
inseticida expde os individuos a riscos como: alteracbes morfologicas, comportamentais,
oxidativas, bioquimicas, histopatoldgicas, hematologicas, além de alteracbes no
desenvolvimento, entre outros (SUNANDA et al., 2016).

Em diferentes estudos, este xenobidtico provocou interrupcao do sistema endocrino
em peixes expostos a concentracdes relevantes ecologicamente (subagudas), muito abaixo da
faixa de letalidade, além de disfuncdo comportamental, pois comprometeu o comportamento
da espécie durante seu desenvolvimento (LEVIN et al., 2004; ORUC, 2010; MAJUMDER e
KAVIRAJ, 2018). Segundo o estudo de Yaseen et al., (2019), os organofosforados malation e

o clorpirifos, causaram efeitos histopatoldgicos nos tecidos de rins e figados de ratos expostos.

Naime (2017), relata que talvez este seja o pesticida mais investigado, quanto a
neurotoxicidade no desenvolvimento, visto que, conferiu efeitos citotdxicos sobre células HT22
do hipocampo de ratos. Outrossim, Meyer (2005), através de testes em cobaias (ratas e ratos)
no periodo gestacional e pés-natal, inferiram que o desenvolvimento do sistema nervoso central
pode ser afetado com a exposicdo prolongada ao clorpirifés, e correlacionam tais efeitos a
exposic¢do humana. Ademais, Eaton et al., (2008), destacaram que este composto € muito toxico
para a salde, pois, evidenciaram sua neurotoxicidade sob exposicao prolongada em ensaios in

vitro durante o desenvolvimento neural.

A neurotoxicidade do clorpirifés foi evidenciada no desenvolvimento cerebral de ratos
durante o trabalho de Hazarika et al., (2013). Em estudo mais recente, Cunha et al., (2018)
investigou a toxicidade aguda do clorpirifds in vitro e in vivo revelando efeitos toxicologicos
cardiacos e respiratorios de acdo pos-exposi¢cdo prolongada. Os autores Joshi, Mathur e Gulati
(2007), e Haviland, Butz e Porter (2010), verificaram efeitos de disfuncdo enddcrina na fase
embrionaria de camundongos, que provocou disturbios na tireoide, além de esterilidade em

machos. Corroborando com estes, Ventura et al., (2016), encontraram evidéncias de que, este


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Joshi%20SC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18536496
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pesticida é potencialmente toxico, pois, causou disfuncdo enddcrina em ratos expostos por 100

dias, atuando como fator de risco carcindgeno.

Muitos trabalhos reportam a toxicidade do clorpirifdés para organismos de taxon
diferente, sobretudo de efeitos histopatologicos em tecidos-alvo (EATON et al., 2008;
CUNHA, 2014; MELO, 2015; NEGRO e COLLINS, 2017; CUNHA et al, 2018; YASSEN et
al., 2019). Na pesquisa de Bednarska et al., (2016), o clorpirifos foi estudado em oligogquetas
(minhocas) demonstrando alta toxicidade na inibicdo anticolinesterdsica. Em crustaceos
(caranguejos), foram reportados efeitos histopatoldgicos de exposicdo crénica como, necrose,
edema e hemorragia encontrados em células das branquias, além de atrofia muscular e
deformagdes em tecidos reprodutores (MAHARAJAN, NARAYANASAMY e
GANAPIRIYA, 2015). Além destes, foram revelados efeitos persistentes histopatoldgicos de
hiperplasia em brénquias, aumento de células de desintoxicacdo no hepatopancreas e de o6citos,
apos exposicdo subaguda ao clorpirifés (NEGRO e COLLINS, 2017).

Kunjamma et. al., (2008), estudaram a toxicidade do clorpirifés (95% i. a.) para a
tilapia (Oreochromis mossambicus) em exposicao a concentracdes cronica, e apreciaram efeitos
histopatoldgicos, em tecidos de branquias e figado. Assim também, Kathun et al., (2016),
reportaram danos de degeneracdo gradual como efeito dose-dependente, vistas em tecidos de
rins, figado e branquias em Heteropneutes fossilis (Bloch) em exposic¢do cronica de 30 dias.
Contribuindo com estes pesquisadores, Raibeemol, Chitra e Raibi (2016) também encontraram
efeitos de destruicdo das lamelas nos tecidos branquiais da espécie Pseudetroplus maculatus
(Bloch), em curta exposicao de 96 horas na concentracdo subletal de 0.661ug/L do clorpirifos

(97% i. a.), sendo as alteracdes percebidas a partir de 48 horas.

Ali et al., (2009) expuseram 0 “peixe gato” (Channa punctatus) (Bloch) nas
concentragdes de 68, 102 e 203ug/L do clorpirifés (20% EC), e encontraram danos no DNA,
com forte presenca de MN em células amostrais de sangue e branquias, através dos testes de
micronucleo e cometa, na maior concentracdo (203ug/L). No estudo desenvolvido por Li et al.,
(2013) verificaram-se efeitos de imunotoxicidade na carpa comum (Cyprinus carpio), sobre as
atividades da lisozima, do conteddo de complemento C3 e IgM, e expressdes IgM e
complemento C3 como dano imunolédgico. Bhatnagar, Yadav e Cheema (2016), também
estudaram atividades genotoxicas do clorpirifés (50% EC) em alevinos de Cirrhinus mrigala
sob concentrac6es subagudas (0.02, 0.04 e 0.08mg/L) durante 35 dias, e no teste do microntcleo

constataram maior inducgdo de MN em eritrocitos no 14° dia na maior concentragéo.
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No trabalho realizado por Rendén-von et al., (2005), a concentracdo de 0.05mg/L do
clorpirifos (480 EM) provocou efeitos deletérios em “peixe mosquito” (Gambusia yucatana),
com 50% de inibicdo de atividades da acetilcolinesterase nos masculos reduzindo em 80% a
agilidade muscular, e de 30% no cérebro reduzindo em 50% a agilidade cerebral. Do mesmo
modo que, Sharbidre, Metkari e Patode (2011) detectaram efeitos deletérios em branquias,
figado e cérebros de Poecilia reticulata, com inibi¢do da acetilcolinesterase em cérebros, que
mostrou-se dose-dependente, onde as maiores concentracdes inibiram até 45% as atividades,
além de inducdo de estresse por oxidacdo. Wang et al., (2011) encontraram efeitos do

clorpirifos sobre a reproducao e sistemas nervoso e imunoldgico de peixes.

Na pesquisa de Orug (2010), expondo a “Tilapia do Nilo” (Oreochromis niloticus),
nas concentracdes subletais de 5, 10 e 15ug/L do clorpirifés (480 EC), observou-se
desregulacdes enddcrinas, reducgdo persistente nos niveis de AChE, e horménios reprodutivos
(estradiol sérico e testosterona), e aumento nos niveis de cortisol sugerindo estresse oxidativo.
Caio Rodrigo de Assis et al., (2010), investigaram a enzima acetilcolinesterase (AChE) em
cérebro de tambaqui, e avaliaram o potencial de sua atividade sob inibicdo in vitro, como
marcadores bioldgicos para pesticidas organofosforados (diclorvés, diazinon, clorpirifos,
pirofosfato de tetraetil), mais dois carbamatos (carbaril e carbofurano), e encontraram

aproximadamente 70% de acédo anticolinesterasica.

No recente estudo de Majumder e Kaviraj (2018), o clorpirifés de formulacdo
comercial (20% EC) e técnica (94% de i. a.) foram avaliados em “tilapia do Nilo”. Verificando-
se em exposicdo aguda: alteracdes bioquimicas de reducdo nos niveis de glicogénio hepatico,
de fosfatase alcalina, acetilcolinesterase, e catalase no figado, e também de, aumento nos niveis
de glicose plasmatica, atividades de fosfatase acida hepatica, aspartato e alanina
aminotransferase. Ja nas doses subletais de 12 e 25ug/L, sob exposicdo de 28 dias, percebeu-se
anemia, e em exposicdo mais prolongada de 90 dias, diminuicdo de indice protéico e lipidico

corporal.

Entretanto, varios pesquisadores ja evidenciaram respostas de alteracOes
comportamentais provocadas pela exposi¢do a este agente quimico em testes de toxicidade em
peixes (ADEYEMO, AKINTOYE e OGHI, 2004; WOKE e ALELEYE-WOKOMA, 2009;
RAMESH e DAVID, 2009; NWANI et al., 2013; PARACAMPO et. al., 2014). Peixes expostos
a este estressor apresentaram anormalidades no comportamento como: natacdo erratica,
movimento opercular acelerado e letargia (TILAK, VEERAIAH e RAO, 2004; SLOTKIN,
OLIVER e SEIDLER, 2005). Mediante investigacdes cronicas, sobre a influéncia de toxicidade


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rend%C3%B3n-von%20Osten%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15620756
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0048357511001398#!
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tilak%20KS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15669740
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tilak%20KS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15669740
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rao%20DK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15669740
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Slotkin%20TA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15963356
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Slotkin%20TA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15963356
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do clorpirifés para o ciclo de vida dos peixes, foi observada maior suscetibilidade na fase de
crescimento embrionéria do Danio rerio (JARVINEN e TANNER, 1982).

O clorpirifos pode causar alteracdes de comportamentos persistentes até a fase adulta
em larvas e embriGes de Danio rerio (LEVIN et al., 2004). Var6 et al., (2000) e Levin et al.,
(2004), observaram nado erratico no ciclo de vida, desde a fase inicial perdurando até a idade
adulta nesta espécie, apds exposi¢do cronica ao clorpirifos. Outrossim, Venkasteswara et al.,
(2005) e Kwong (2002), verificaram deformacdes morfoldgicas de locomogdo em sua fase
larval, sob exposicdo subaguda por 7 dias consecutivos, e em fase embrionaria o
comprometimento da habilidade de se alimentar.

Nas investigacdes sobre a influéncia de toxicidade deste pesticida para o ciclo de vida
em exposigédo cronica de peixes, foi observada maior suscetibilidade em fase de crescimento
(JARVINEN e TANNER, 1982; RICHMONDS e DUTTA, 1992).

210 CHARACIDAE - COLOSSOMA MACROPOMUM (CUVIER, 1818) COMO
ORGANISMO MODELO PARA AVALIACAO DE CONTAMINANTES

A espécie de peixe estudada, Colossoma macropomum, pertence a ordem
Characiforme e familia Serrasalmidae, reconhecido popularmente como tambaqui, peixe
redondo, ruelo, ou bocd, vem a ser o maior caracideo conhecido da fauna amazénica. Quando
adulto chega a alcancar o tamanho de até 1 metro, sendo considerado o segundo maior peixe de
escama da Amazénia (SANTOS, 2010). Com ocorréncia nativa de rios das bacias Amazonas e
Orinoco, este possui ampla distribuicdo na Amazonia e participa do equilibrio ecolédgico de
vérios ecossistemas amazonicos (ARAUJO-LIMA e GOULDING, 1998; MENDONCA et al.,
2009).

Normalmente pratica migracdo para reproducdo em periodo de cheia, e deposita seus
ovos na vegetacdo submersa de ambientes de varzeas e/ou areas inundadas (MENDONCA et
al, 2009). Possui habitos alimentares naturais diurnos, predominando a ingestdo de
zooplanctons em circunstancias de seca, quando ha maior escassez de alimentos, enquanto em
periodos de cheia, comumente ocorre a ingestdo de frutos e sementes (GOULDING e
CAVALHO, 1998; SILVA, PEREIRA-FILHO e OLIVEIRA-PEREIRA, 2000; TUNDISI,
2008). Geralmente, esses alimentos fazem parte da dieta principal, e podem ser ingeridos

simultaneamente com alguns tipos de insetos, moluscos, algas, macrofitas, peixes, e por
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possuirem dieta bastante abrangente sdo chamados de onivoros “oportunistas” (RODRIGUES,
2014).

Este peixe possui caracteristicas bioldgicas adaptadas para sua sobrevivéncia nas
regides da Amazonia, de dguas brancas ou pretas, pois comumente sobrevive em temperaturas
quentes, além do que, ndo costuma encontrar dificuldades em se adaptar a condi¢des adversas
de sazonalidade, e toleram variacdo no pH e outros parametros aquaticos (ARAUJO-LIMA e
GOULDING, 1998; SANTOS, 2010). Devido a sua facil adaptacdo ecoldgica, foi introduzido
em diferentes paises na década de 1980, incluindo Costa Rica, China, Cuba, Estados Unidos,
Filipinas, Guatemala, Taiwan, dentre outros (MENDONCA et al., 2009; SANTOS, 2010).

De acordo com Kubtiza (2004), esta € uma das principais espécies cultivadas no Brasil,
e segundo Brabo et al., (2014), Lima et al., (2016) e Zacardi et al., (2017), o estado do Para
(PA) tem se destacado como um dos maiores produtores comerciais no campo da piscicultura
do tambaqui, advindo principalmente pelo cultivo, e em menor escala pela pesca artesanal,

sendo portanto muito importante para a economia de municipios locais.

Conforme as evidéncias literarias, esta espécie é usada em diferentes pesquisas
toxicoldgicas, como biomarcador para estudos de toxicidade com pesticidas, organofosforados,
carbamatos, e outros (MENEZES, 2005; ASSIS, 2008, CASANOVA, 2008; CHAPADENSE
et al., 2009; MOURA, 2009; ROCHA, 2009; ASSIS et al., 2010; GROFF et al., 2010;
ARANHA, 2013; KOCHANN et al., 2013; CUNHA, 2014; SOUZA, 2014).

3 JUSTIFICATIVA

O clorpirifés € uma molécula extremamente perigosa e amplamente usada na atividade
de defesa agricola em lavouras temporarias e permanentes na Amazonia. Esta molécula, € o
ingrediente ativo de pesticidas de formulacdes comerciais (inclusive o Klorpan®), que
comumente sdo aplicados em monoculturas temporérias, principalmente de grdos de soja,
situadas as margens da Rodovia BR-163, em seus trechos, entre os municipios, Belterra-PA,

Mojui dos Campos-PA e Santarém-PA.

Diante disso, sdo necessarios estudos sistematicos que visibilizem fatores como o
comportamento e transformacdo desta molécula nos ambientes aquéaticos dessas areas, e
sobretudo, apontem para 0s efeitos e riscos toxicos ainda ndo conhecidos e caracterizados para

a saude ambiental. O clorpirifés é volatil em altas temperaturas, com meia-vida aumentada em
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pH &cido (EATON et al., 2008), o que aumenta a relevancia quanto a preocupagdo com 0s

efeitos que esta molécula pode oferecer aos ecossistemas amaz6nicos.

Além disso, para Souza (2014), de um modo geral, as propriedades tdxicas de agentes
quimicos podem apresentar capacidades de interacdo desconhecidas, ampliando seus riscos na
natureza. Poucos estudos ecotoxicologicos ainda sdo conduzidos, (ZAGATTO e
BERTOLETTI, 2008), considerando a diversidade bioldgica da Amazdnia (SABINO, 2000).

Assim, este estudo busca somar conhecimentos sobre um dos principais problemas
ambientais correlacionados com o avanco da agricultura na regido, como 0 uso intensivo de
pesticidas. Contribuindo para a avaliagdo de riscos ambientais e ecoldgicos, ainda pouco
conhecidos, que estes toxicantes podem provocar sobre os diferentes mosaicos sistémicos
particulares que abrigam uma riqueza de organismos endémicos, isto € mandatorio e prioritario

para a ciéncia.

Neste contexto, o juvenil da espécie Colossoma macropomum, foi eleito o modelo para
a realizacdo deste estudo ecotoxicoldgico, por apresentar alta representatividade ecoldgica
(SOUZA, 2014), maior facilidade de manuseio em laboratdrio, além de apresentar sensibilidade

por exposicdo a diversos toxicos (ROCHA, 2009).
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4 OBJETIVOS

4.1 GERAL

Avaliar a toxicidade aguda do pesticida Klorpan® empregado em lavouras temporarias
na Regido Amazonica utilizando o Colossoma macropomum (CUVIER, 1818) como organismo

teste.

4.2 ESPECIFICOS

e Estabelecer a concentragdo média letal (CLso-g6n) do pesticida Klorpan® de formulagdo
comercial (480 EC) sobre individuos juvenis de tambaqui;
e Caracterizar os efeitos comportamentais do pesticida Klorpan® sobre individuos juvenis

de tambaqui.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 ANIMAIS

Foram usados 400 juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum), com peso médio
de 1.02 +0,06g, e comprimento padrdo de 2.8 £ 0,16cm, adquiridos de uma piscicultura
comercial, abastecida pela Estacdo de Piscicultura Santa Rosa, Santarém-Para, Brasil. Na
UFOPA (Unidade Tapajos), os espécimes foram acondicionados em caixas d’agua de 250L,
sob densidade de pelo menos 1g de massa corporal por litro, em ambiente aberto e sombreado,
sob fotoperiodo natural claro/escuro de 12/12 horas, durante 20 dias antecedentes aos testes.

Figura 5 - Exemplar juvenil de Colossoma macropomum (CUVIER, 1818)
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Fonte: Arquivo autoral, 2017

5.2 ACLIMATACAO

As caixas foram previamente lavadas com detergente neutro Extran® (MA 02), e
equipadas com filtro mecanico/bioldgico de espuma artesanal, suspensos, e acoplados a bombas
submersas de recirculagcdo, da marca ‘Sarlobetter™” (modelo SB1000A), e compressores de
aeracio da marca ‘Sobo Aquarium Air Pump CE® (modelo SB 648A), com saidas de ar

conectadas a pedras porosas para garantir oxigenagdo constante no meio.

A priori, para amenizar o estresse osmotico dos juvenis, e fazer profilaxia

antiparasitaria, logo apés a chegada, os peixes foram expostos durante 14h a banho de sal
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comum ndo iodado (2g/L), pesado e adicionado diretamente no meio, segundo o método de
Tavares-Dias (2015).

A agua usada na manutencéo diaria foi de origem subterranea (poco artesiano), e teve
seu pH de 4.2 a 4.5 corrigido com sal de bicarbonato de s6dio (NaHCO3) entre 6.8-7.5,
considerando-se niveis toleraveis para a espécie e adequados para os bioensaios. A temperatura

da &4gua apresentou variaveis entre 26 a 30 °C, e os niveis de oxigénio dissolvido > 6mg.L™.

Diariamente, os animais foram alimentados no periodo de manhd e a tarde com racéo
comercial balanceada (32% de proteina bruta), até aparente saciedade (LIMA, 2013). Por
conseguinte, eram feitas sifonagens diarias para retirada de dejetos e restos alimentares,
seguidas de renovacao parcial do volume de agua para evitar o acimulo de aménia e contribuir
para 0 bem-estar dos animais. E apds aclimatados, os individuos saudaveis foram usados nos

ensaios de toxicidade aguda.

5.3 CONDICOES DE APLICACOES DOS ENSAIOS DE TOXICIDADE NO
LABORATORIO

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. As etapas experimentais
foram conduzidas no Laboratdrio de Quimica Aplicada a Toxicologia, Saneamento Ambiental
e Recursos Hidricos da UFOPA (Unidade Tapajos). Sendo adotadas e adaptadas as orientacdes
do Guia N° 203 para Testes de Toxicidade Aguda em Peixes da OCDE (1992) e da norma da
ABNT 15088:04 (2004). Este estudo esta inserido no projeto “Determinagdo para peixes
amazonicos da ecotoxicidade e risco de pesticidas utilizados em lavouras de soja”, sob
aprovacéo de n° 06004/2016.pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFOPA.

Testes de Toxicidade Aguda: A sensibilidade dos lotes de juvenis foi testada
previamente com a substancia de referéncia dicromato de potassio, para posterior aplicacao do
testes de toxicidade aguda com o pesticida clorpirifés. Em ambos os casos foram estimadas as
concentracdes médias letais para 50% dos individuos amostrais. Para tanto, foi utilizado um
circuito com dezesseis (16) aquarios de vidro transparente, de capacidade para 17L, sendo
usado 16L do total na realizagdo dos testes. Os recipientes foram mantidos sob aeracéo continua
através de aeradores da marca ‘Sobo Aquarium Air Pump’ (modelo SB 648A), com saidas de
ar conectadas a pedras porosas. Durante os testes, os aquarios ficaram cobertos com suas

tampas, e recobertos com plastico filme, a fim de minimizar a volatiliza¢cdo do meio, mas, a
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abertura dos aeradores foram, cuidadosamente, contornadas para ndo interferir na aeracao.
Todos os experimentos ocorreram em 96h sob sistema estatico, sem renovacdo de agua e

sifonagem. E os animais tiveram alimentacao suspensa 24 horas antes do inicio dos testes.

Anélises Fisico-Quimica da Agua: Foram monitorados alguns dos pardmetros [pH,
oxigénio dissolvido, temperatura, condutividade elétrica, dureza total, aménia total, e
alcalinidade] em cada unidade no decorrer do teste, nos intervalos de: 0, 2, 4, 6, 8, 12, 24, 48,
72 e 96 horas de teste. Utilizando-se: um equipamento multiparamétrico da ‘AKSO’ (modelo
AKS88), um multisensor da marca ‘HANNA’ (modelo HI9828), e um espectrofotdmetro da
marca ‘HANNA’ (modelo HI83203).

Parametros avaliados: Os peixes tiveram mortalidade inspecionada nos respectivos
intervalos de: 0, 2, 4, 6, 8, 12, 24, 48, 72 e 96h de teste. Além disso, efeitos indicando alteracdes
no comportamento dos juvenis expostos aos toxicantes foram anotados pelo observador e feitos
registros testemunhos com videos de 2 minutos. S&o estes: aumento ou diminuicdo da
respiracdo opercular, perda de equilibrio, excitabilidade, aumento ou diminuicdo de excretas,
mudanca de coloracéo, liberacdo de muco, convulsdo, espasmos, letargia, natacéo erratica, entre
outros. As analises posteriores dos dados geraram tabelas descritivas dos comportamentos
normais (sem efeitos toxicos) e comportamentos alterados por efeitos do toxico no periodo de
teste.

No decorrer dos testes, os individuos aparentemente mortos, foram retirados do
aquario com pugcd, e tocados com bastdo de vidro na regido distal da cauda e opercular, ndo
esbocando respostas mecénicas aos estimulos, foram feitas coletas dos dados biométricos
(pesados em balanca analitica, e medidos comprimentos padréo e total). O quantitativo de
individuos mortos nas diferentes concentrac6es foi utilizado para estimar a CLso-g6n. Os animais
expostos as concentragdes que ndo morreram no tempo estimado, incluindo o branco (controle),
foram sedados por exposicdo de 10 minutos ao farmaco Acepran® (1g/100mL), diluido na razéo
de 1:2 (m/v). Logo em seguida pesados, medidos, e feito a sec¢cdo medular na regido ventro-

dorsal, e suas carcacas foram descartadas adequadamente.

Foi elaborado um etograma prévio para a espécie estudada, com rapidas descri¢des de
comportamentos basais observados nos juvenis de tambaqui, expostos em aquarios ausentes de
toxico (ambiente controlado). Para que, posteriormente, 0s sinais comportamentais de
intoxicacdo observados nos animais expostos pudessem ser comparados as caracteristicas dos

comportamentos normais sem o téxico. Nas analises dos videos e estimativas quantificadas dos
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dados, um observador “cego” (i.e. participante alheio ao trabalho, devidamente treinado no
periodo dos testes preliminares), contribuiu para o levantamento dos dados quantitativos acerca
das alteracGes observadas, usando tabelas pré-elaboradas com parametros observados nos

ensaios preliminares.

5.4 APLICACAO DO TESTE DE TOXICIDADE AGUDA UTILIZANDO A SUBSTANCIA
REFERENCIA DICROMATO DE POTASSIO PARA AVALIACAO DA SENSIBILIDADE
TOXICA DA ESPECIE

Toxico: Dicromato de Potéssio (K2Cr207), € um composto solido cristalizado,
classificado quimicamente como sal inorgéanico oxidante, possui tom de coloracdo laranja
avermelhado. E utilizado pela indUstria quimica para producdo de corantes e como biocida
(SOUZA et al., 2014). Este composto é recomendado pela USEPA (Agéncia de Protecédo
Ambiental dos Estados Unidos) para testar a sensibilidade de organismos aquaticos em ensaios
laboratoriais, para o controle de letalidade como substancia referéncia de positividade para
estudar outros xenobidticos com a espécie (LOUREIRO et al., 2011; SOUZA et al., 2014). De
acordo com Zagatto e Bertoletti (2008), € indispensavel que haja o conhecimento e/ou avaliagédo
prévia da sensibilidade toxica dos organismos-testes como referéncia positiva de mortalidade.
Segundo estes, serve para conferir melhor confiabilidade e consisténcia aos resultados obtidos

dos ensaios de toxicidade sobre outros agentes quimicos.

Preparo da solugédo: O volume de K>Cr,07 foi pesado em balanga analitica para cada
replicata (de acordo com a concentracdo), e em seguida diluido em béquer para 1L de &gua
(isenta de toxico), na razdo de 1:1 (m/v). Esta solucdo foi imediatamente adicionada no aquario
completando 16L. Na sequéncia de aplicacdo em cada replicata, foi estabelecido intervalo de 8

minutos, para padronizacdo do tempo de registros observacionais entre as unidades.

Teste de Toxicidade Aguda: Foram feitos trés ensaios preliminares, com uma
replicata (n=5) para cada concentracdo mais o branco, sendo estimada a faixa de letalidade entre
50 a 215 mg/L da substancia de referéncia dicromato de potéassio, utilizando-se 90 individuos
nesta etapa. No teste definitivo, os individuos foram distribuidos em triplicatas (n=15) por
concentrag¢do e um branco sem o toxico, perfazendo 80 individuos (Figura 6). A concentracdo
média letal (50%) em 96 horas foi estabelecida no intervalo entre a menor concentracgdo letal e
a maior concentracdo néo letal.Os grupos receberam as seguintes concentragdes nominais do

dicromato de potéssio (DP): Branco (B): Omg/L; Grupo Dicromato de Potassio | (GDP-I):
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50mg/L; Grupo Dicromato de Potassio 1l (GDP-I11): 100mg/L; Grupo Dicromato de Potassio Ill
(GDP-I11): 125mg/L; Grupo Dicromato de Potéssio IV (GDP-1V): 150mg/L; Grupo Dicromato
de Potassio V (GDP-V): 215mg/L.

Figura 6 - Esquema ilustrativo da aplicacdo do teste de toxicidade aguda (96h) em aquario.

I Concentracio 4 I

I Concentragio 5 I

Fonte: Autoral, 2017

5.5 APLICACAO DO TESTE DE TOXICIDADE AGUDA UTILIZANDO PESTICIDA
CLORPIRIFOS PARA AVALIACAO DE SEU POTENCIAL TOXICO PARA A ESPECIE

Toxico: Klorpan® (480 EC), produzido pela Nufarm Ltda., registrado sob o N° 07899
no MAPA (Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento). Normalmente indicado e
vendido por profissionais de casas agropecudrias da regido para o combate de variedades de
pragas em culturas de algoddo, batata, café, cevada, citros, feijdo, macd, tomate, milho,

pastagens, soja, sorgo, e trigo.

Preparo da solucdo: Foram feitas duas diluicdes do Klorpan® 480 EC (480 g/L) com
48% de ingrediente ativo (Figura 7). Primeiramente, foi diluido 5mL do produto para 500mL
de agua destilada em béquer, na razéo de dilui¢do 1:100 (m/v). Subsequentemente, foi retirado
50mL desta solucéo e diluido em outro bequer para 500mL de &4gua destilada, na razdo de 1:10
(m/v). As concentragBes nominais foram imediatamente pipetadas desta Ultima solugdo nas

replicatas com 16L. Na sequéncia de aplicacdo das concentracbes em cada replicata, foi
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estabelecido intervalo de 8 minutos, para padronizagdo do tempo de registros observacionais

entre as unidades.

Figura 7 - Esquema ilustrativo da diluicdo do pesticida clorpirifds para ser aplicado no teste de toxicidade aguda
(96h)
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Fonte: Autoral, 2017

Teste de Toxicidade Aguda: Foram feitos cinco ensaios preliminares com uma
replicata (n=5) para cada concentracdo mais o branco, sendo estimada a faixa de letalidade entre
2.5 e 45pg/L do clorpirifés, utilizando-se 150 individuos nesta etapa. No teste definitivo, os
individuos foram distribuidos em triplicatas (n=15) por concentra¢éo e um branco sem o téxico,
perfazendo 80 individuos. A concentracdo média letal (50%) em 96 horas foi estabelecida no

intervalo entre a menor contracao letal e a maior concentracdo nao letal.

Os grupos receberam as seguintes concentracfes nominais do clorpirifés (CPF):
Branco (B): Oug/L; Grupo Clorpirifés | (GCP-1): 2.5ug/L; Grupo Clorpirifés Il (GCP-11):
10pg/L; Grupo Clorpirifés 11 (GCP-I11): 15ug/L; Grupo Clorpirifés IV (GCP-1V): 25ug/L;
Grupo Clorpirifés V (GCP-V): 45ug/L.

5.6 ANALISE ESTATISTICA

Para a determinacdo da CLsogsn, foram realizados tratamentos de probabilidade no
programa Trimmed Spearman-Karber, versdao 4.1, proposta por Hamilton, Russo e Thurston
(1977), por intermédio da regressdo néo linear logaritmica do efeito de letalidade usando o

método de Probito, com as concentragdes nominais usadas.
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Os aspectos de analises comportamentais do animal modelo decorreram no modo de
pesquisa descritiva/exploratéria, incluindo abordagem qualitativa e quantitativa. O método
descritivo viabiliza descrever as caracteristicas de uma determinada populacdo ou amostra
permitindo a coleta de dados através do uso de recursos e técnicas padronizadas, bem como
instrumentos pré-elaborados (tabelas, questionarios, entre outros), tomando forma de
levantamento no geral, enquanto que a metodologia exploratdria busca explicitar ou gerar

hipdteses, a partir de pesquisas literarias, e ainda estudos de caso (GIL, 2009).

Em relacdo aos procedimentos técnicos, foram desenvolvidos levantamentos literarios
de publicagbes anteriores (GIL, 2009), mais analises experimentais de laboratério (WOLFF e
DONATTI, 2016). A coleta de dados experimentais esta embasada em tabelas elaboradas com
varidveis comportamentais observadas a vontade no periodo preliminar de testes, tais como:
comportamentos basais da espécie em aquarios ausentes de toxicos, alteracdes
comportamentais com a presenca de toxicos. Além das observacfes prévias com as variaveis
especificadas foram usados animais controles (branco) para comparacg@es durante os periodos

de ensaios.

A utilizacdo dos dados desta pesquisa foram estruturados e apresentados em forma de
tabelas e gréficos para favorecer melhor compreensdo dos resultados. Ao término da anélise,
foi possivel interpreta-los a partir de dois temas especificos, os quais foram: a) a determinacéo
das faixas de letalidade a partir de testes de toxicidade aguda; b) a identificagdo dos principais
sinais de alteracbes comportamentais nos animais provocados pelo toxico estudado. Tais
tematicas estdo relacionadas com o conteido apresentado no referencial teérico e estabelecem

pontes fundamentais para a compreensao dos objetivos.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 SENSIBILIDADE DO TAMBAQUI PARA O DICROMATO DE POTASSIO-96h

Conforme demonstrado na tabela 2, a analise de agua apresentou valores coerentes,
pois ndo ocorreu variagdes de valores que afetasse as condigdes de teste. Além de que,
encontram-se de acordo com os parametros estabelecidos pela OCDE (1992) para testes de

toxicidade aguda com peixes.
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Tabela 2 - Média dos valores dos parametros fisico-quimicos da dgua durante o ensaio de toxicidade aguda com
dicromato de potassio (96h)

Dicromato de Potéssio

Parametros

Média + Desvio Padréo
Temperatura (°C) 23.9+04
pH 7.62 £0.07
Condutividade Elétrica (us/cm) 279.63 £1.77
Oxigénio Dissolvido (mg/L) 6.51+£0.01
Dureza Total (mg de CaCOas/L) 32.55 +2.55
Alcalinidade Total (mg de CaCQO3/L) 154.5 +£22.5
Amonia Total (mg/L) 0.13+0.13

Fonte: Autoral, 2018

A Tabela 3, configura a distribuicdo de mortalidade de individuos durante o periodo
do teste para as concentragdes nominais da substancia nos diferentes intervalos de tempo. N&o

houve morte no aquario branco (sem o tdxico).

Tabela 3 - Distribuicdo da mortalidade dos juvenis no Teste de Toxicidade Aguda com dicromato de potassio
(96h)

Concentracio . Periodo de Exposicdo (Horas)
(mg/L) Replicata 5 ™4™ gn  12h  24n  48h  72h  96h
0 1

50 1
2
3

100 1 1
2 2
3 1

125 1 2
2 1 1 1
3 1 2 1

150 1 1 1 2
2 1 3 1
3 3 2

215 1 1 1 3
2 1 1 3
3 1 1 1 2

Fonte: Autoral, 2018

No presente estudo, obtivemos a CLso-gsh de 109.26mg/L (limite superior de 123mg/L
e inferior de 93.75mg/L) de dicromato de potassio para juvenis de tambaqui (Figura 8). Para
calcular esta concentracdo foram considerados os limites do intervalo de confianca de 95%, por
meio de uma regressdo ndo-linear em funcdo das concentracbes nominais do toxico para a

mortalidade dos individuos através do ajuste de curva produzido pela equacdo: y = a /1 + be™™.
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Figura 8 - Curva da concentracdo média letal do dicromato de potassio para 50% da populagdo de juvenis,
apresentando o limite superior e inferior do intervalo de confianca (95%). Desvio (S) = 0.51; R=0.99.
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Alguns estudos reportam sobre sensibilidades de espécies de peixes para o dicromato

de potassio em testes de ecotoxicidade (Tabela 4).

Tabela 4 - Valores de CLso em Testes de Toxicidade Aguda com dicromato de potéssio para espécies de peixes

distintas

- CLso Tempo de o TP
Espécies (mg/L) Exposicio (h) Referéncias Bibliogréaficas
Poecilia reticulata 50 24h Cannavan (2009)

. . Cetesb (1980) apud Zagatto e Bertoletti
Hemigrammus marginatus 81 96h (2008, p.139)

. . Cetesb (1980) apud Zagatto e Bertoletti
Danio rerio 90 96h (2008, p.139)

. Cetesb (1980) apud Zagatto e Bertoletti
Cheirodon notomelas 96 96h (2008, p.139)
Hyphessobrycon eques 130.79 96h Da Cruz et al., (2008)
Piaractus mesopotamicus 144.50 96h Da Cruz et al., (2008)
Phallocerus caudimaculatus 154.39 96h Da Cruz et al., (2008)

__— Cetesb (1980) apud Zagatto e Bertoletti

Colossoma mitrei 156 96h (2008, p.139)
Phalloceros caudimaculatus 162.5 96h Rosa et al., (2013)
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Continuacéo
Cetesb (1980) apud Zagatto e Bertoletti
(2008, p.139)

Cetesb (1980) apud Zagatto e Bertoletti
(2008, p.139)

Colossoma macropomum 109.26 96h Presente estudo
Fonte: Compilagéo literaria, 2018

Poecilia reticulata 175 96h

Geophagus brasiliensis 220 96h

Em estudo semelhante, Da Cruz et al, (2008), avaliaram a sensibilidade de trés
espécies de peixes neotropicais (Hyphessobrycon eques, Piaractus mesopotamicus e
Phallocerus caudimaculatus), para o dicromato de potassio, que apresentaram respectivamente
as CLso-o6h de 130.79, 144.50 e 154.39mg/L. Estes pesquisadores destacam que tais espécies
sdo sensiveis ao dicromato de potassio, e dentre estas encontra-se o pacu (P. mesopotamicus),
eventual espécie parental proxima do tambaqui, e que aparentaram valor de sensibilidade

aproximados.

Assim, comparando-se o valor de CLso obtido neste estudo aos valores encontrados na
literatura pode-se observar que o tambaqui em fase de juvenil apresentou sensibilidade toxica

satisfatoria para ser usado como o organismo-teste neste estudo.

6.2 TOXICIDADE AGUDA DO PESTICIDA CLORPIRIFOS PARA O TAMBAQUI-96H

A Tabela 5, configura a distribuicdo de mortalidade de individuos durante o periodo
do teste para as concentragdes nominais da substancia nos diferentes intervalos de tempo. N&o

houve morte no aquario branco (sem o téxico).

Tabela 5 - Distribuicdo da mortalidade de juvenis no Teste de Toxicidade Aguda com o pesticida clorpirifos (96h)

Concentracéo Replicata Periodo de Exposicéo (Horas)
(ug/L) 2h 4h 6h 8h 12h 24h  48h 72h  96h
0 1
25 1 1

2 1
3 1
10 1 1
2 1 1 2
3
15 1 1
2 1
3 1 1 1
25 1 1 1 2
2 1 1
3 1 3 1
45 1 2 2 1
2 2 1 1 1
3 3 1 1

Fonte: Autoral, 2018
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No presente estudo, obtivemos a CLso-gsh de 16.42 pg/L (limite superior de 26.5ug/L
e inferior de 10.18ug/L) de clorpirifos para juvenis de tambaqui (Figura 9). Para calcular esta
concentracdo foram considerados os limites do intervalo de confianca de 95%, por meio de uma
regressdo ndo-linear em fungédo das concentragcdes nominais do toxico para a mortalidade dos

alevinos através do ajuste de curva produzido pela equacdo: y = a /1 + be™™.

Figura 9 - Curva da concentracdo média letal do pesticida clorpirifés para 50% da populacdo de juvenis,
apresentando o limite superior e inferior do intervalo de confianca (95%). Desvio (S) = 0.38; R = 0.98.
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Fonte: Programa Trimmed Spearman-Karber®

A CLso-96h encontrada neste estudo para o tambaqui em fase juvenil foi menor que os
valores reportados para outras espécies como: Oreochromis mossambicus (RAO et al., 2003),
Oreochromis niloticus (MAJUMDER e KAVIRAJ, 2018), Gambusia yucatana (RENDON-
VON et al., 2005), Cyprinus carpio (LI et al., 2013), Poecilia reticulata (SHARBIDRE,
METKARI e PATODE, 2011), Cnesterodon decemmaculatus (PARACAMPO et al., 2014), e

outras demais.

Porquanto, comparando-se a CLso obtida obtida neste estudo aos valores encontrados
na literatura pode-se inferir que o tambaqui em fase de juvenil apresentou importante

sensibilidade toxica ao pesticida clorpirifos.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rend%C3%B3n-von%20Osten%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15620756
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rend%C3%B3n-von%20Osten%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15620756
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0048357511001398#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0048357511001398#!
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Tabela 6 - Valores de CLso em Testes de Toxicidade Aguda do clorpirifés para espécies de peixes distintas

Espécies CLso (pg/L) Tempo de Referéncias Bibliograficas
Exposicéo (h)

Clarias gariepinus 0.5 96h Woke e Aleleye-wokoma (2009)

Clarias gariepinus 1.0 72h Woke e Aleleye-wokoma (2009)

Clarias gariepinus 2.0 24h Woke e Aleleye-wokoma (2009)

Oreochromis mossambicus 25.97 96h Rao et al., (2003)

Oreochromis niloticus 42 2h Majumder e Kaviraj (2018)

Oreochromis niloticus 47 96h Majumder e Kaviraj (2018)

Oreochromis mossambicus 82 96h Kunjamma et. al., (2008)

Gambusia yucatana 85 96h Rendon-von et al., (2005)

Oreochromis niloticus 90 2h Majumder e Kaviraj (2018)

Oreochromis niloticus 98.67 96h Orug (2010)

Cnesterodon decemmaculatus 105.3 96h Paracampo et al. (2014)

Oreochromis niloticus 109 96h Majumder e Kaviraj (2018)

Pimephales promelas 140 96h Roex, De Vries e Van Gestel (2002)

Cyprinus carpio 149 96h Lietal., (2013)

Gambusia affinis 150 96h Boone e Chambers (1996)

Oreochromis niloticus 154.01 96h Orug (2010)

Cyprinus carpio 160 96h Ramesh e David (2009)

Poecilia reticulata 176 96h Sharbidre, Metkari e Patode (2011)

Pimephales promelas 200 96h Belden e Lydy (2006)

Pimephales promelas 203 96h Holcombe et al., (1982) apud Tilak, Veeraiah

e Rao (2004)
Rutilus rutilus 250 96h Douglas e bell (1990) apud Tilak, Veeraiah e
Rao (2004)

Ictalums punctatus 280 96h Johnson e Finley (1980) apud Tilak,
Veeraiah, Rao (2004)

Gambusia affinis 297 96h Kavitha e Rao (2008)

Gambusia affinis 298 96h Rao et al., (2005)

Oryzias latipes 300 48h Carlson et al., (1998)

Gambusia affinis 340 96h De silva e Samayawardhena (2002)

Danio rerio 430 240h Kienle, Kdhler e Gerhardt (2009)

Cirrhinus mrigala 440 96h Bhatnagar, Yadav e Cheema (2016)

Gambusia affinis 520 96h Varo6 et al., (2000)

Anguilla anguilla 540 96h Ferrando, Sancho e Andreu-Moliner (1991)

Carassius auratus 542 96h Holcombe (1985) apud Tilak, Veeraiah e Rao

(2004)
Cyprinus carpio 582 96h Hing et al., (2012)
Pimephales promelas 806 96h Holcombe (1985) apud Tilak, Veeraiah e Rao
(2004)

Channa punctatus 811.98 96h Ali et. al., (2009)

Clarias gariepinus 860 96h Nwani et al., (2013)

Clarias gariepinus 1030 72h Nwani et al., (2013)

Clarias gariepinus 1300 48h Nwani et al., (2013)

Oreochromis niloticus 1570 96h Gul (2005)

Clarias gariepinus 1660 24h Nwani et al., (2013)

Poecilia reticulata 1790 96h Selvi et al., (2005)

Poecilia reticulata 8480 96h Sharbidre, Metkari e Patode (2011)

Clarias macrocephalus 33000 96h Chawanrat et al., (2007)

Colossoma macropomum 16.42 96h Presente estudo

Fonte: Compilacéo literaria, 2018

Além disso, é possivel perceber variacbes nos valores de toxicidade para uma mesma

espécie. Segundo Orug (2010) e Majumder e Kaviraj (2018), peixes de uma mesma espéecie

podem apresentar tolerancias diferentes correlacionadas com a idade do animal usado no teste.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rend%C3%B3n-von%20Osten%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15620756
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Roex%20EW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12395849
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Vries%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12395849
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20Gestel%20CA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12395849
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0048357511001398#!
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tilak%20KS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15669740
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tilak%20KS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15669740
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Veeraiah%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15669740
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Veeraiah%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15669740
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tilak%20KS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15669740
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tilak%20KS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15669740
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rao%20DK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15669740
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tilak%20KS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15669740
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tilak%20KS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15669740
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Veeraiah%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15669740
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Veeraiah%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15669740
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=K%C3%B6hler%20HR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19477011
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gerhardt%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19477011
https://www.hindawi.com/38948290/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sancho%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1723417
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Andreu-Moliner%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1723417
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tilak%20KS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15669740
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Veeraiah%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15669740
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rao%20DK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15669740
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rao%20DK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15669740
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tilak%20KS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15669740
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tilak%20KS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15669740
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rao%20DK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15669740
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rao%20DK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15669740
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0048357511001398#!
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Segundo Baird e Brink (2007), e de acordo com Woke e Aleleye-Wokoma (2009),
fatores como, tamanho, estagio de vida, e ainda comportamento alimentar; além do modo de
respiracdo dos organismos-teste, pode influenciar nas diferencas de respostas de sensibilidades
de uma mesma espécie para 0s xenobioticos. Com isso, vale ressaltar, a importancia de estudos
ecotoxicoldgicos abrangendo diferentes fases representativas de ciclo de vida dos peixes
(embrido, larva, juvenil e adulto) para este pesticida.

6.3 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DA AGUA NO ENSAIO DE TOXICIDADE
AGUDA COM CLORPIRIFOS

O monitoramento das caracteristicas fisico-quimicas do meio de diluicdo em testes de
toxicidade se faz necessario, pois ameniza interpretacdes equivocadas pelas respostas dos
organismos (BERTOLETTI, 2009). Seguindo orientacdes da OCDE foram feitas medicGes de
alguns dos parametros fisico-quimicos da dgua de diluicdo dos testes em todas as etapas, onde
os padrdes de qualidade da agua se mostraram adequados para a aplicacdo dos testes (Tabela
7).

Tabela 7 - Média dos valores dos parametros fisico-quimicos da dgua durante o ensaio de toxicidade aguda com
0 pesticida clorpirifos (96h)

Clorpirifés
Parémetros

Média + Desvio Padréo
Temperatura (°C) 24.6 £ 0.47
pH 7.6+0.01
Condutividade Elétrica (us/cm) 467.63 £2.27
Oxigénio Dissolvido (mg/L) 6.60 £ 0.05
Dureza Total (mg de CaCOs/L) 15+3.36
Alcalinidade Total (mg de CaCOs/L) 18 +3.84
Amédnia Total (mg/L) 0.09 +0.06

Fonte: Autoral, 2018

A literatura reporta sobre capacidade de destoxificagdo, salientando que em individuos
mais jovens 0 processo ocorre mais facilmente (BERTOLETTI, 2009; MAJUMDER e
KAVIRAJ, 2018). Considerando relatos de Souza (2014), a elevada temperatura da Amazonia
pode contribuir para rapida biotransformacéao destes xenobidticos nos organismos, levando-lhes
a ligeira desintoxicacdo, mas, sdo necessarios estudos aprofundados visando a toxicocinética

dessas substancias sobretudo nos tropicos.
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O potencial hidrogeniodnico (pH) da &dgua foi ajustado com antecedéncia nos testes, e
se manteve dentro da faixa de tolerancia recomendada pela OECD (1992) para testes agudos e
dentro dos padrdes aconselhados por Aride, Roubach e Val (2007), para o tambaqui. Outrossim,
para estes mesmos autores, a espécie costuma tolerar variacoes de pH, isso tem se demonstrado

em cativeiros, entretanto, seu maior crescimento se dd em pH &cido entre 4 e 6.

A temperatura do ambiente climatizado foi mantida entre 24 e 26°C, e a agua
apresentou entre 23 a 25°C, o que para Mendonca et al., (2009) é considerada uma faixa
toleravel para peixes tropicais. Isso porque, 0 aumento na temperatura da agua, pode influenciar
na toxicidade do agente quimico (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2008), ademais, este composto
possui estabilidade a 25°C, e sua solubilidade em agua é ideal a 24°C. De acordo com Ranzani-
Paiva et al., (1999), esta espécie, tem seu crescimento afetado em temperaturas abaixo de 22°C,

e pode sofrer morte abaixo de 16°C.

Os niveis de oxigénio dissolvido foram mantidos em torno de 6,5mg/L, e pelos limites
estabelecidos na OECD (1992) estdo condizentes com as exigéncias para testes em laboratérios,
ou seja, maior que 4mg/L. Esta condicdo foi favorecida pelo uso de oximetros para
homogeneizar a oxigenacdo e amenizar o estresse pela dgua. Aradjo-Lima e Gomes (2005),
destacam que esta espécie cresce normalmente em ambientes com niveis de oxigenacdo a
3mg/L. Além disso, esta espécie pode resistir a hipdxia sob condicdes extremas de niveis de
oxigénio na agua, menores que 1mg/L, isso é possivel pela estratégia de expandir seu labio
inferior (protruséo) e buscar nas camadas mais superficiais captar e direcionar para as
branquias, a &gua com mais oxigénio (ARAUJO-LIMA e GOULDING, 1998;
BALDISSEROTO, 2002).

A amonia apresentou valores coerentes em todas as unidades experimentais, muito
préximos aos valores apresentados pelo controle (branco), pois se manteve abaixo dos
0.46mg/L de amonia ndo ionizada recomendados por Ismifio-Orbe, Araujo-lima e Gomes (2003)
e Souza-bastos, Val e Wood (2016), e de 0.69mg/L determinada por Marcon et al., (2004). Esta
€ uma espécie onivora que comumente ndo consome alimentos ricos em nitrogénio (como
espécies carnivoras), por isso, naturalmente possui baixa excrecdo de aménia (ISMINO-ORBE,
ARAUJO-LIMA e GOMES, 2003). Além do que, isso pode ser explicado pela disposi¢do dos
animais no aquério em jejum antecipado. Nas quatro horas iniciais, houve maior acimulo de
dejetos solidos (residuos fecais) pelo grupo controle (sem o toxico), corroborando com Souza-
Bastos, Val e Wood (2016), e também nas concentracbes menores (2.5 e 10ug/L). Vale

mencionar, que esta resposta aparentemente se diferenciou nas concentragdes acima de 15ug/L,
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onde o volume de dejetos diminuiram, sugerindo um indicativo de resposta compensatoria
relacionada ao estresse ou a destoxificacdo diminuida, e tal evidéncia demonstra que s&o

necessarias mais investigacdes sobre esses possiveis efeitos.

6.4 AVALIACAO DOS EFEITOS DO CLORPIRIFOS NO COMPORTAMENTO,
DURANTE OS ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA

6.4.1 Etograma para a espécie Colossoma macropomum com repertorios de

comportamentos observados em aquarios isentos de toxicos

Estudos etologicos em ambiente natural possuem informagcfes que podem ser
relacionadas com as condi¢fes do héabitat e nicho ecoldgico, mas as variaveis ambientais
geralmente ndo encontram-se sob controle (SABINO, 2000). No entanto, estudos realizados em
ambientes controlados, oferecem condicdes de observaces por periodos mais prolongados,
além de favorecer o controle das varidveis ambientais (ZAGATTO e BERTOLETT]I, 2008).

O tambaqui, apesar de ser uma espécie de peixe amazonica muito estudada, ainda
possui poucos relatos literarios acerca de seus comportamentos nas natureza, alguns estudiosos
como: Araujo-Lima e Goulding, (1997), Tundisi (2008), Santos (2010), Carvalho et al., (2014),
permitem conhecer um pouco sobre o nicho ecoldgico deste caracideo no ambiente natural,

todavia, em condicdes laboratoriais sdo consideradas escassas as descri¢oes.

Segundo Gouveia Jr. et al., (2006), a grosso modo, “é considerado comportamento em
peixes todo ato motor do animal”. De acordo com Wolff e Donatti (2016), séo esses
comportamentos que norteiam a manutencdo e/ou interacdo de sobrevivéncia da espécie no
meio em que encontra-se inserida; e pode servir de base para as circunstancias estudadas neste
estudo. Desse modo, foram observados alguns padrGes comportamentais tipicos de juvenis,
observados em aquarios. Baseado nos resultados qualitativos preliminares, algumas das
posturas destes individuos, ajudaram a tracar de maneira rapida o perfil ou roteiro biologico

(etograma) nesta etapa do trabalho, que foram importantes para o prosseguimento deste estudo.

A figura 10 mostra o esquema ilustrativo de divisdo do aquario em trés zonas
portuarias: Inferior, intermediaria e superior. Cada uma destas zonas possui = 8 cm, ja que a
coluna total mede 25 cm de altura. Este modelo de diviséo foi adaptado de Wolff e Donnati

(2016), para facilitar a interpretacdo visual durante a coleta dos dados.
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Figura 10 - Imagem ilustrativa sobre as divisdes imaginarias da coluna d’agua no aquario
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Fonte: Autoral, 2018

A priori, percebeu-se um padrdo de estar dos juvenis na coluna d’agua, conforme
descritos na Tabela 8. E importante enfatizar que, foram eventos observados casualmente, e
considerados de acordo com a sua frequéncia notoria. Por isso, sdo parametros compartilhados
pela maioria dos individuos do grupo com elevadas repeticbes nos periodos observacionais,

pois estes encontravam-se em nimero de cinco individuos no aquario.

Tabela 8 - Descricdo do padrédo de estar dos juvenis na coluna d’agua quando encontram-se dispostos em aquario

Zona Inferior (ZIF): No contato inicial com o ambiente, os juvenis, exploram esta zona demonstrando
excitacao de nado, e por conseguinte, costumam permanecer aglomerados com nado estacionario, em situagoes,
de repouso, e de forrageio. Normalmente, quando estes sofrem perturbacGes aparentam aumento de motilidade,
e de maneira precipitada, migram para as outras zonas.

Zona Intermediaria (ZIT): Nesta zona da coluna d’agua os animais costumam transitar ou permanecer em
situacdes de nado em repouso (estacionario), e geralmente, ndo apresentam aglomeragGes. Depois da zona
inferior, este é 0 ponto mais frequentado pelos animais em estado estacionario. Além disso, é normalmente nesta
regido da coluna d’agua que ocorrem a maioria das interacdes agonistas observadas (perseguicéo, luta, fuga).

Zona Superior (ZSP): No primeiro contato com o ambiente, esta zona é bastante explorada, mas,
subsequentemente, torna-se, a menos frequentada na coluna d’agua. Em contrapartida, em situacdes de estresse
respiratdrio, estes animais costumam migrar preferencialmente para esta zona, e podem permanecer por
periodos prolongados.

Fonte: Autoral, 2018

Quando encontram-se na natureza, em rios (ambientes 16ticos), esses animais (bento
pelagicos), costumam repousar proximos a substratos como estratégia de reduzir o fluxo da
agua e conseguir amenizar 0s gastos energéticos na manutencéo, seja pelo nado em buscas de
alimentos, ou pela migracdo em grandes correntezas (ARAUJO-LIMA e GOULDING, 1997).

Além disso, Tundisi (2008), afirma que esta espécie quando jovem costuma alimentar-se
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principalmente de zooplanctons, que por sua vez, migram durante o dia para as profundezas das
aguas (regido bentdnica) e a noite reaparecem na superficie. Ademais, este autor pressupde que
0 comportamento social instintivo de agregar-se em cardume é comumente visto em individuos

desta espécie, mas a medida que crescem tornam-se competitivos e deixam o hébito.

A fim de obter mais informag6es sobre o roteiro biol6gico deste modelo estudado, as
observagBes abrangeram também as unidades comportamentais de padrdo natatorio, e
interacdes agonistas. Os comportamentos de nado desta espécie, podem, muitas vezes, ser vistos
e comparados com 0s de outras espécies na literatura, assim como nos estudos de Henriques
(1997), Sabino (2000) e Igushi (2012).

O padréo natatdrio dos peixes esta relacionado com a morfologia do individuo, deste
modo, as nadadeiras do animal modelo estdo destacadas na figura 11, estas estruturas natatorias,

consequentemente auxiliam no equilibrio e deslocamento do animal na coluna d’agua.

Figura 11 - Morfologia natatéria do Colossoma macropomum (CUVIER, 1818)
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Fonte: Adapatado de Deo (2014)

Para abordar algumas caracteristicas comportamentais basais relacionadas a esta
espeécie, foi elaborado um etograma, com um répido levantamento sobre repertérios de padrédo
de nado dos peixes no aquério sem a presenca do toxicante. Foram observadas unidades de

motilidade ou tipos de natacdo (Tabela 9).
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Tabela 9 - Descricdo do padrdo de natagdo (equilibrio e deslocamento) dos juvenis na coluna d’agua quando

encontram-se dispostos em aquario

Nado Estacionario na Coluna d’agua: Em postura de repouso, o juvenil “balanga” sua cauda e nadadeiras
anal e dorsal, e para manter-se estagnado, este “rema” com suas nadadeiras ventrais (peitorais e pélvicas) de
fora para dentro. Néo sdo percebidos movimentos ondulatorios corporais como no caso de deslocamentos.

Nado Estacionario no Fundo: O juvenil abanca-se no fundo do aquério, ancorando-se pela regido ventral e
nadadeiras pélvicas, para conseguir manter-se estatico, este “balan¢a” sua cauda e nadadeiras anal e dorsal, e
de forma alternada e lenta este “rema” de fora para dentro com suas nadadeiras peitorais e pélvicas.

Natacdo para Frente: Para deslocar-se na coluna d’agua o juvenil enfatiza os movimentos da metade
posterior do seu corpo. Onde “balanga” sua cauda e, nadadeiras, anal e dorsal, e “rema”, alternadamente, com
as nadadeiras ventrais (peitorais e pélvicas) de fora para dentro. Simultaneamente, este apresenta movimentos
corporais ondulatorios. O percurso € intercalado por batimentos das nadadeiras com forte amplitude e rapidas
pausas para deslizar o nado.

Natacdo Rapida para Frente: O juvenil realiza os batimentos rapidos de suas nadadeiras ventro-dorsais
alternados com uma rapida pausa para deslocar-se em posicdo de mergulho veloz, que por sua vez, pode ser
mais duradouro ou rapido, de acordo com a distancia percorrida.

Natacéo de Ré: O juvenil “balanga” suas nadadeiras caudal e anal, com movimentos bilaterais e discretos
enquanto “rema”, abruptamente, tanto com a nadadeira dorsal para o lado direito, quanto com as ventrais
(peitorais e pélvicas) de dentro para fora, direcionando o nado para tras.

Natacéo Lateral com Mudanca Abrupta de Dire¢do: O juvenil perfaz uma mudanca rapida de direcdo ao
parar de movimentar suas nadadeiras, imediatamente, movimentando a cabeca para a lateral, seguido de
movimentos corporais abruptos (musculoesquelético), e a cauda finaliza a manobra como um “leme”.

Natacdo Lateral com Mudanga Lenta de Dire¢do: O juvenil sinaliza com a cabega para o lado a medida
que também vai realizando os movimentos brandos de suas nadadeiras, semelhante ao nado para frente. Este
demonstra reforcar a dire¢do de nado com a manobra corporal e os batimentos da cauda em maior frequéncia.

Natacéo Superior Obliqua: O juvenil alavanca o seu nado partindo de um ponto inferior para outro superior,
inclinando intencionalmente o seu corpo e sua cabeca sempre relativamente orientada para cima, este inicia o
movimento de deslocamento obliquo utilizando as mesmas nuances da natacao para frente, em deslocamento
de curta ou longa distancia.

Natacéo Superior Vertical: O juvenil realiza o ato de subir em posicéo vertical a partir de um ponto inferior,
mantendo sua cabega sempre orientada para a superficie, demonstrando maior batimento das nadadeiras caudal
e dorsal, garantindo o impulso e o deslize corporal na coluna d’agua. E percebido um deslocamento de subida
mais lento devido a aproximacg&o da zona de tensdo superficial aquatica.

Natagdo Superior Flutuada: O juvenil desloca-se para um ponto superior proximo, sem realizar os
batimentos das nadadeiras, apenas mantendo seu movimento peristaltico do musculoesquelético, percebe-se
que este sobe gradativamente, por vezes pode ocorrer movimentos intervalares sutis das nadadeiras se a
distancia for prolongada. Neste padrdo, o juvenil é percebido em maior frequéncia na posicdo de nado
estacionario.

Natacéo Inferior Obliqua: O juvenil realiza as performances semelhantes ao nado superior obliquo mas
desloca-se na direcdo contraria a esse, de um ponto superior para outro inferior, mantendo sua cabeca orientada
para baixo.

Natacdo Inferior Flutuada: O juvenil simplesmente deixa de movimentar suas nadadeiras caracterizando-se
pelo nado estacionario, porém, inicia uma descida gradativa na vertical com o corpo retilineo, ou seja, é uma
performance no sentido contrario ao nado superior flutuado. Pode ser percebido com maior frequéncia quando
este encontra-se em posi¢édo de nado estacionado.

Natacéo Excitatdria de Exploracao Inicial: O juvenil ao entrar em primeiro contato com o ambiente perfaz
nuances com excitabilidades temporérias, inclinando-se em posicao obliqua, apoiando, parcialmente, a regido
ventral/frontal de sua cabega no fundo do aquario, realizando deslizes para frente ou para trés, aparentando
movimentos frenéticos e de forrageio efémero; por vezes, ocorre episddios com pequenos saltos com trocas
de posicdo instantaneas. Durante este padrdo comportamental a respiracdo oro-branquial torna-se acelerada
(aumento da frequéncia de movimento opercular), e pode permanecer por algum tempo.

Rivalidade de Auto Reflexo: O juvenil encontra-se confinado em um aquério de vidro transparente (ambiente
“espelhado™) e ao aproximar-se das paredes, visualiza o seu reflexo, e demonstra curiosidade em existir um
outro suposto espécime na imagem estampada. Geralmente este eshoca a reagdo de explorar (especulando)
insistentemente sua autoimagem, e isto ocorre frequentemente no primeiro contato com o ambiente, e
posteriormente, este padrdo comportamental torna-se esporadico.

Fonte: Autoral, 2018
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De acordo com as disposi¢des dos animais em grupo, foi possivel observar episodios
casuais de interagcdes sociais, considerados de suma importancia para a manutencédo destes
individuos, sendo observados também em outros estudos com peixes de outras espécies
(HENRIQUES, 1997; TEREZA e GONCALVES-DE-FREITAS, 2003; GOUVEIA JR. et al.,
2006; WOLFF e DONATTI, 2016). Alguns desses comportamentos foram observados,
filmados e descritos (Tabela 10).

Tabela 10 - Descri¢do de interagdes agonistas dos juvenis na coluna d’agua quando encontram-se em aquario

Perseguicdo: Pode ser observada quando existe fuga porque sdo situacdes responsivas relativamente diretas.
Percebe-se que um mesmo juvenil pode deixar de perseguir um individuo para perseguir outro, e por vezes, o
perseguidor pode torna-se o perseguido. Outrossim, um Unico juvenil pode realizar, por vezes, sucessivas
perseguicdes a distintos coespecificos. Além disso, um espécime maior pode perseguir outro menor. Percebeu-
se que nesta acdo, por vezes, pode ocorrer uma breve parada, e de imediato pode recomecar o episédio.

Ameaca: Pode ser representada apenas pela aparicdo proximal do seu oponente, sem emissdo de ataque, e 0
ameacado, foge, imediatamente. Ou ainda, o ameagador, pode ser percebido pelo ameagado ao longe, e ao tentar
aproximar-se para rivalizar, o ameagador ndo espera este chegar perto, fugindo imediatamente.

Fuga: E uma reacéo contraria a perseguicio, onde, o perseguido afasta-se em direc&o contréria & seu oponente,
afastando-se mais rapidamente. No percurso dependendo da distancia pode ocorrer mudangas bruscas de direcdo
natatoria.

Fuga em cardume: No instante em que os juvenis encontram-se aglomerados com nado estacionario e
pressentem estimulos alheios costumam afastar-se, rapidamente, quase sempre esses individuos migram em
grupo, na direcdo oposta as suas Ultimas posi¢ao no aquario. Geralmente um dos animais iniciam a fuga seguido
pelos outros imediatamente.

Canibalismo: Foi observado, episodicamente, o comportamento canibal em juvenis. Onde, o individuo
dominante explora e ataca aquele individuo coespecifico que aparenta estar mais fragil, com algum sinal de
desequilibrio natatério, e que apresente dificuldade de escape, ou esteja morto. Primeiramente, o peixe “canibal”,
agride com mordidas, e arrasta propositalmente a presa sacudindo-a para dilacerar fragmentos das nadadeiras e
em seguida ingere-o0s.

Luta: E iniciada, geralmente, pela proximidade dos individuos envolvidos, e comumente apds exibiges de
ameaca. Existem inimeros rituais de lutas praticadas por esses animais, que podem ser marcados por um
panorama de contato corporal e agressdo de ambos 0s oponentes, ou apenas da parte de um.

Luta boca-boca: Ocorre quando dois juvenis, justapostos, se empurram boca-boca, ou apenas, um destes é
empurrado pelo oponente, esta acéo é realizada, rapidamente. Por vezes, pode existir mordidas na boca durante
0 ataque.

Luta boca-lateral: Ocorre quando um oponente empurra com a boca a regido témporo-parietal da cabeca ou da
parte posterior corporal do seu rival. Pode ser um ataque unilateral ou bilateral, onde, neste dltimo, o individuo
passa por cima do agredido, e repete a agressao no outro lado, e vice-versa.

Cabeca-cabeca: Ocorre quando os dois juvenis se emparelham cabeca com cabeca, demonstrando rivalidade, e
pode haver, sequéncias rapidas, de fortes empurrdes lateralmente, afastando seu oponente.

Meia volta e luta: Ocorre quando os dois oponentes se rodeiam, tanto para o sentido horario como para o anti-
horério, e quando estes completam meia volta, tendem a se esbarrar, e acontecer empurrdes, dentre outros ataques
como, boca-boca, boca-lateral, cabeca-cabeca, entre outros.

Uma volta e luta: Ocorre quando os dois oponentes se rodeiam, e quando realizam uma volta completa estes
iniciam episodios de agressao, com empurrdes boca-boca, boca-lateral, cabega-cabega, entre outros.

Uma volta completa/meia volta contraria e luta: Neste episdédio ocorre uma volta completa e meia volta
contréria, e isso pode acontecer, quando os dois oponentes se rodeiam em sentido horério ou anti-horario, e de
imediato, estes retomam o rodeio no sentido oposto, ao final de meia volta, iniciam ou retomam agressdes
corporais casuais.

Fonte: Autoral, 2018
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6.4.2 Efeitos do dicromato de potéssio sobre o comportamento de tambaqui em 96h de

exposicao

Durante os ensaios foram extraidas informacdes de efeitos comportamentais que foram
provocados pela exposi¢do ao agente toxico durante o periodo experimental. Dadas as suas
ocorréncias casuais, esses danos foram mais percebidos com o0 aumento das concentragoes, e

geraram uma sequéncia de eventos elencados e descritos na tabela 11.

Tabela 11 - Eventuais estagios comportamentais dos juvenis de tambaqui frente a exposicdo ao dicromato de
potassio durante o Teste de Sensibilidade (96h)

0. Animal sem efeitos toxicos, apresentando comportamentos normais ao seu padrdo natatorio.

1. A priori, o animal pode apresentar, alteracdo na respiracdo oro-branquial (acelerada, com movimentos
operculares acelerados) e ainda, ocorrer aumento de sua motilidade para as zonas intermediaria e superior,
aparentando nado continuo com movimentos rapidos e abruptos do corpo e das nadadeiras;

2. O animal passa a apresentar nado estacionario com movimentos caudais oscilatorios (“sacudidelas’)
caudal e déficit de motilidade na coluna d’agua, esporadicamente migrando temporariamente para a zona
superior, permanecendo nesta zona por mais tempo. A partir desta etapa (padréo comportamental), pode
ser observada alteracéo na coloragdo da superficie corporal com a presenca de escurecimento;

3. O animal pode apresentar perda de equilibrio natatdrio, sua respiracao oro-branquial fica menos acelerada
e, pode ser observada a protruséao labial. Além disso, podem ser percebidos nesta etapa giros e rodopios na
superficie, ou episodios de comportamento oscilatério (saltos) de alta excitabilidade, caracterizando-se
como respostas de estresse respiratorio. Existem casos de convulsdo a partir deste ponto;

4. O animal pode apresentar nado erratico persistente e respiragdo oro-branquial fica mais lenta, ocorre a
perda sUbita do padréo natatorio, caracterizado pela incorrecéo do nado deste durante o deslocamento na
coluna d’agua, com movimentos desorientados de nado;

5. O animal pode apresentar paralisia com respiracdo oro-branquial desregulada, com oscilacdo (ora
aumentando, ora diminuindo). Além disso, hd aumento de sensibilidade a estimulos externos, que resulta
em excitacdes natatérias momentaneas com atenuados impulsos de movimentos irregulares de nado;

6. O animal pode apresentar convulsdo esporadica e casual demonstrando desacertos de deslocamentos e
contorgdes no corpo, apresentando deslocamento atenuado, fazendo rodopios irregulares com nado réapido
em circulos, simultaneamente a episédios espasmadicos, apresentando respiracéo oro-branquial lenta;

7. O animal pode apresentar paralisia momentanea ou prolongada, aparentando perda total do equilibrio
natatoério, por vezes, ficando condicionado a ser deslocado predominantemente pela corrente de fluxo da
aeracdo artificial presente no aquério, e frequentemente chega a tombar no fundo do aquério sem esbocar
movimento das nadadeiras, apresentando batimento opercular acelerado;

8. O animal cessa os movimentos de suas nadadeiras peitorais, e restam vestigios de respiracdo oro-branquial,
e sua homeostase é encerrada provocando sua morte.

Fonte: Autoral, 2018

No decorrer dos ensaios, os efeitos deletérios puderam ser observados mais
intensamente nas maiores concentracfes, como alteracbes comportamentais de respiracéo oro-
branquial acelerada e individuos estaticos, que indicavam estresse pela exposic¢ao ao toxico, ja
nas primeiras horas. Nos intervalos entre 24 e 72 horas, foi verificado maior guantitativo de
mortes. Em contrapartida, a concentracdo de 50mg/L, ndo causou nem uma morte e nenhum
espécime do grupo branco morreu nas 96 horas de ensaio. As respostas de alteracoes

comportamentais puderam ser observadas por tempos maiores de exposi¢do nas concentragdes
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mais baixas (125, 100 e 50mg/L), pois nas concentra¢des mais altas (215 e 150mg/L), provocou

a morte nos animais em tempos menores.

Efeitos como estresse respiratorio foi percebido pela permanéncia dos animais na zona
superior, demonstrando respiracao de superficie por tempos prolongados, incluindo eventuais
perdas de equilibrio, acompanhadas de, nado erratico, afundamento, paralisias, convulsées e
letargias. Segundo Baldisseroto (2002), a hiperventilacdo branquial concomitante com a
exposicao do peixe na superficie, ocorre pela tentativa deste em aumentar esforcadamente sua
ventilagdo branquial, e esta alternancia permite subterfugio ao animal em baixas concentracao
de oxigénio na &gua. Carvalho e colaboradores (2014), reportaram que, o alargamento do labio
inferior do tambaqui se desenvolve pela alta tolerancia a hipdxia nos ambientes de inundacgdes
e secas, como estratégia que permite melhor desempenho na respiracdo da regido superficial

aquética mais rica em oxigénio.

Freches (2015), publicou no trabalho intitulado “os efeitos ecoldgicos de substancias
quimicas: uma nova perspectiva sobre velhas ferramentas”, efeitos cronicos em Daphnia
magna (invertebrados) pela exposi¢do prolongada a esta substancia (dicromato de potéssio),
bem como investigaram a transitoriedade destes efeitos para a geragcdo procedente. Com isso,
puderam identificar a nocividade deste toxico na reproducdo, quando causou diminuicdo da
populacdo descendente nas concentracdes a partir de 5 pg/L. Estes autores extrapolaram seus
resultados para o meio ambiente mostrando relevancia de doses baixas deste composto na
contaminacédo presente principalmente nas aguas superficiais. Além disso, estes projetam seus
resultados fazendo mencédo aos varios processos de biotransformacao e bioacumulo que este

produto esta sujeito no ambiente aquatico.

Vale ressaltar, que neste estudo foram observadas alteracbes comportamentais em
juvenis de tambaqui as quais ndo encontra-se na reportadas na literatura informacoes
semelhantes em peixes para esta substancia dicroomato de potassio. Além disso, ndo sdo
encontradas investigacdes sobre sua toxicocinética in vivo, apesar de ser utilizada como

referéncia de toxicidade para em bioensaios com organismos aquaticos.

Assim, pode-se reiterar que sao necessarias avaliacfes sobre a toxicidade deste toxico
para organismos aquaticos, bem como para 0s peixes, visto a importancia que estes individuos

representam para as comunidades dos ecossistemas hidricos expostos a contaminagoes.
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6.4.3 Efeitos do clorpirifés (48%) sobre o comportamento de tambaqui em 96h de

exposicao

Durante a aplicacdo dos ensaios com o pesticida foram observadas e anotadas
alteracdes comportamentais em todas as unidades experimentais de cada concentracao, assim
como no branco, a fim de comparar os efeitos provocados pela exposi¢do ao toxico. Na tabela
12 estdo descritos 0s estagios observados nos animais expostos.

Tabela 12 - Descricdo dos estagios comportamentais do juvenil de tambaqui frente a exposicdo ao pesticida
clorpirifés durante o Teste de Toxicidade Aguda (96 horas).

0. Animal sem efeitos tdxicos, apresentando comportamentos normais ao seu padrdo comportamental basal.

1. A priori, o animal pode apresentar, alteracio na respiracio oro-branquial (acelerada, com movimentos
operculares acelerados), e ainda, ocorrer aumento de sua motilidade para as zonas intermediaria e superior,
aparentando nado continuo com movimentos rapidos e abruptos do corpo e das nadadeiras;

2. O animal passa a apresentar nado estacionario com oscilagéo (agitacéo - “sacudidelas™) caudal e déficit de
motilidade na coluna d’agua, migrando temporariamente para a zona superior, permanecendo nesta zona
por mais tempo. A partir desta etapa pode ser observada alteragéo na coloracao da superficie corporal, com
a presenca de escurecimento;

3. O animal pode apresentar perda de equilibrio e respiragdo oro-branquial acelerada e, pode ser observada a
protrusdo labial. Além disso, podem ser percebidos giros e rodopios na superficie e/ou episodios
oscilatérios (saltos) de alta excitabilidade, caracterizando-se como respostas de estresse respiratorio.
Existem casos de convulsdo a partir desta fase;

4. O animal pode apresentar nado erratico persistente e respiracdo oro-branquial levemente acelerada. Pode
ocorrer a perda stbita do padrdo natatorio, caracterizado pelos desacertos deste no seu deslocamento pela
coluna d’agua, com movimentos desorientados de nado. A partir desta fase pode haver ou ndo evidéncia de
rubor por todo corpo, com mais intensidade na regido opercular e abaixo da nadadeira dorsal,
caracterizando-se como resposta inflamatdria e/ou hemorragia muscular;

5. O animal, pode demonstrar perda de equilibrio e episédios curtos de paralisia (da musculatura axial), com
poucos movimentos de suas nadadeiras pélvicas, peitorais mais respiracdo oro-branquial lenta, além de,
periodos espasmodicos ou convulsdes esporadicas (semelhante a fase clénica de uma crise convulsiva) com
contorcdes corporais e deslocamentos pequenos de curta duracéo;

6. O animal, apresenta rigidez do musculo — esquelético axial, podendo resultar em uma anormalidade
corporal. Com isso, este demonstra respiracdo oro-branquial oscilante (i.e. ao reduzir seus movimentos
natatorios os batimentos oro-branquiais ficam acelerados, e ndo obstante, seus batimentos respiratorios
ficam imperceptiveis); reduzidos movimentos de suas nadadeiras pélvicas e peitorais;

7. E possivel observar episodios prolongados de letargia e/ou paralisia do animal, onde, este fica em estado
inerte e paira na coluna d’agua, ficando condicionado a ser deslocado pelo fluxo do ambiente (aeragdo
artificial), e por vezes, nota-se, 0 tombamento no fundo do aquério e manter-se nesta posicao por periodos
curtos ou prolongados, demonstrando batimento opercular muito acelerado;

8. O animal pode evidenciar estagios letargicos persistentes (paralisia corporal e manutengdo dos movimentos
operculares com uma frequéncia reduzida, e eventuais movimentos das nadadeiras peitorais) e aparenta alta
hipersensibilidade a estimulos externos, pois, quando sofre perturbacdes alheias nada rapidamente em
circulos;

9. O animal pode apresentar uma crise convulsiva mais prolongada, onde, este aparenta paralisia seguido de
contorc¢des no corpo (semelhante a fase ténica da de uma crise convulsiva), podendo apresentar rodopios
irregulares com nado rapido em circulos, e ainda pode ocorrer, simultaneamente, episédios espasmodicos
e/ou tremores intensos, seguido de um deslocamento veloz, em um percurso sem orientacdo de nado
(semelhante a fase clonica de uma crise convulsiva). Além disso, essas alteracfes podem vir seguidas,
posteriormente, por uma letargia, onde as nadadeiras peitorais e o opérculo ficam estendidos
involuntariamente para a posi¢do mais anterior possivel,

10. O animal cessa os movimentos das nadadeiras peitorais mais os vestigios de respiracdo oro-branquial, e
sua homeostase é encerrada, provocando sua morte.

Fonte: Autoral, 2018



61

O répido levantamento sobre os parametros comportamentais observados nos grupos
incluindo o branco (controle), permitiu estabelecer a relagcdo entre concentragdo-resposta
através de critérios como ocorréncias de quantitativo de animais nas horas em que foram

verificados. A tabela 13, ilustra as pontuacdes atribuidas aos escores seguindo o método de

Nwani et al., (2013).



Tabela 13 - Manifestacao dos efeitos (escores) comportamentais em 96h de exposicao aguda ao clorpirifds no presente estudo.
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Batimento

Nado na

Respiracéo

Perda de

Concentracao Nado N Nado . . . Convulsao Convulsao
Opercular . Zona na Equilibrio fs Rigidez  Paralisia . Espasmos A
(ng/L) Excitatorio : - o Erratico Tonica Clbnica
Acelerado Superior Superficie Natatério
24h
0,0 - - - - - - - - - - -
2,5 + + ++ + + + - + - - -
10 ++ - ++ + ++ + + + + + -
15 ++ - + + ++ + - + + + -
25 + - + + + + + + + + -
45 + - - - + - + - + - -
48h
0,0 - - - - - - - - - - -
25 + + ++ + + + + + + + -
10 + + ++ ++ ++ + + + - + -
15 ++ - ++ + ++ ++ - - + ++ -
25 + - + + + + - + - - -
45 - - - - - - - - - - -
72h
0,0 - - - - - - - - - - -
25 + ++ + + + + - - - + -
10 ++ - + ++ ++ + + + + + +
15 + - ++ ++ ++ + + + - ++ +
25 - - + + + - + + + - -
45 - - - - - - - - - - -
96h
0,0 - - - - - - - - - - -
2,5 - + - - - - - - - - -
10 + + + + + + + + + + +
15 ++ + + + + + + + - + +
25 + - - - + + + + - - -
45 - - - - - - - - - - -

Escala de pontuacéo dos efeitos em quantitativos de animais de cada concentracéo: - = Nenhum (0 animais); + = Leve (1-5 animais); ++ = Moderado (6-10 animais); +++ =

Intenso (11-15 animais). Fonte: Autoral, 2018.
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Os dados da tabela 13, sugerem que os animais demonstraram diversos disturbios
comportamentais diferentes do grupo controle (branco). A concentragdo de 45ug/L apresentou
os efeitos de: batimento opercular acelerado, perda de equilibrio natatorio, rigidez muscular e
convulsdo tonica; e em 48h de exposicdo ocorreu a morte de todos os individuos, dai o fato de
ndo aparecer nenhuma pontuacdo apds este periodo. Enquanto que, as demais concentracfes
manifestaram efeitos que ndo foram percebidos na concentragdo maior, como: nado na zona
superior, respiracdo na superficie, nado erratico, rigidez muscular, paralisia, espasmos e

convulsdo clénica; e nem todos os individuos que apresentaram tais alteracfes morreram.

Segundo Eaton et al., (2008) e Kopjar et al., (2017), na intoxicacdo aguda, o clorpirifos
possui acdo toxicologica de 48 horas apds a exposicdo inicial do organismo, podendo o
individuo sofrer a acdo toxica, se desintoxicar (destoxificagdo), ou o composto volatilizar por
este periodo e assim atenuar seus efeitos no ambiente. Teoricamente, pode-se dizer que ocorreu
quaisquer destas hipoteses no decorrer do experimento, e podemos sugerir que em até 48h o
produto tenha volatilizado. Pois, verificou-se que, a mortalidade na populacdo de juvenis
ocorreu dentro deste periodo (dois dias), e depois, 0 odor ficou amenizado no ambiente, e 0s
efeitos aparentaram-se mais atenuados sobre o comportamento. Na pesquisa de Majumder e
Kaviraj (2018), por exemplo, observaram-se picos de efeitos toxicoldgicos do clorpirifds entre

12 e 48h em tilapia, e apds percebeu-se uma reducdo até 96h.

Em andlise comparativa, as alteragdes comportamentais consideradas neste estudo
estdo concomitantes com outras pesquisas utilizando o clorpirifés. Como no trabalho de Woke
e Aleleye-Wokoma (2009), que atribuiram efeitos como: inquietacdo, natacdo descoordenada,
hemorragia na regido do pedinculo caudal e opercular, perda de equilibrio, batimento opercular
acelerado e engolimento do ar indicando estresse respiratério, em juvenis de Clarias gariepinus

ao clorpirifos etil em 96h de exposicéo nas concentragGes subletais: 0.5, 1.0, 2.0 e 4.0ug/L.

Adeyemo, Akintoye e Oghi (2004), relataram disturbios em juvenis de Clarias
gariepinus como: batimento opercular acelerado, movimentos irregulares e erraticos, nado
continuo, perda de equilibrio, respiragdo na superficie, além de producdo excessiva de muco,
hemorragia aparente na regido opercular, e convulséo tonica antes da morte. Assim também, o
pesticida clorpirifés causou em juvenis de Clarias gariepinus, por 96h de exposicéo, efeitos de:
natacdo erratica e espasmadica, tentativa de pular para fora da &gua, engolimento de ar
frequente na superficie, diminuicdo dos movimentos operatorios, e secre¢cdo de muco no corpo

e branquias, exaustdo e morte (NWANI et al., 2013).
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Ademais, no trabalho desenvolvido por Ramesh e David (2009), o clorpirifos (20%
EC) causou alteragBes comportamentais como: nado erratico, hiper excitabilidade, perda de
equilibrio total, afundamento, e alteracdo morfologica na flexdo caudal, em juvenis de Cyprinus
carpio, sob exposicdo subletal nas concentracdes 0.0224 e 0.0112mg/L. E na pesquisa
executada por Paracampo et al., (2014), observaram-se efeitos de: desequilibrio natatdrio,
estresse respiratorio, afundamento e respiragdo na superficie, na espécie neotropical

Cnesterodon decemmaculatus sob clorpirifos (97% de i. a.).

Por outro lado, outros estudos apontam efeitos comportamentais semelhantes em
exposicdo de peixe para outros pesticidas. Moura (2009), reportou alteragdes sobre o
comportamento de juvenis de tambaqui como: natacéo erratica, nado e respiragdo na superficie,
mudanca na coloracdo, letargia, e formacao de muco, em exposicdo ao herbicida glifosato. O
herbicida trifluralina alterou o nado, e provocou também, paralisia opercular e letargia, em
peixe tambaqui (SILVA, 2013). O herbicida atrazina provocou em juvenis de tambaqui, perda
de equilibrio, letargia, diminuicdo dos batimentos operculares, aumento da espessura dos labios
inferiores (CHAPADENSE et al., 2009). O inseticida rotenona, de origem natural, aduziu
alteracdes de comportamentos como: tremores, paralisia, perda de equilibrio e natacdo erratica
em juvenis de P. reticulata (MELO et al., 2015).

A acdo intensa dos organofosforados sobre nervos e fibras musculares pode resultar
em paralisia e morte nos animais (WALSH, LYNDON e JAMIESON, 2007). Segundo Aguiar
et al., (2004), os organofosforados alteram a funcdo nervosa e causam danos fisiol6gicos em
peixes. Por isso, a acdo do clorpirifds sobre o comportamento pode ser associada principalmente
aos impactos provocados pela inibicdo da acetilcolinesterase muscular e cerebral, visto que é o
efeito primario previsto para este pesticida. Assim, dentre 0s comportamentos alterados pelo
estressor quimico (clorpirifés), destacam-se, a paralisia, espasmos e convulsao, relacionados a
hiperestimulacdo colinérgicas que se assemelham aos sintomas de convulsdo em zebrafish,

abordados na literatura de Mussulini et al., (2013).

A paralisia, identificada como resposta de imobilidade motora do individuo, possui
relacdo ao estresse inibitorio causado pela intoxicagdo aguda do pesticida clorpirifos (NAIME,
2017). Esta manifestacdo pode ser simultaneamente acompanhada de afundamento do animal,
como foi observada em peixes da espécie Clarias gariepinus (ADEYEMO, AKINTOYE e
OGHlI, 2004; WOKE e ALELEYE-WOKOMA, 2009), carpa comum (RAMESH e DAVID,
2009), e Cnesterodon decemmaculatus (PARACAMPO et al., 2014).
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No grafico da figura 12, é possivel observar o quantitativo de juvenis que sofreram
este dano comportamental pela exposicéo ao clorpirifés no presente estudo.

Figura 12 - Grafico representando o quantitativo de individuos expostos ao pesticida clorpirifés que manifestaram
episodios rapidos de paralisia, demonstrando efeitos associados a exposi¢do aguda até as 96 horas.
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Dos animais expostos em 15 pg/L, 40% manifestaram episodios rapidos de paralisia;
nas concentracdes de 10 e 45ug/L, 26,6% dos individuos de cada uma destas concentracdes
também aparentaram manifestagdo. As concentragBes intermediarias (10 e 15ug/L)
aparentaram ter causado mais episddios de paralisia em 48 e 72 horas, ou seja, em tempos
maiores de exposicdo. A mortalidade reduziu o nimero de organismos nas concentragdes
maiores, e isto pode ter influenciado apds 24 horas menor quantitativo para esta resposta sob

concentragcdes maiores.

Espasmos, € um dos efeitos associados com a intoxicagdo aguda do clorpirifos,
caracterizado por contracdes musculares involuntarias parciais ou generalizadas, como
tremores e cdibras (NAIME, 2017). De acordo com Venturini (2010), o triclorfon
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(organofosforado) causou provaveis sintomas de efeitos excitatérios como espasmos
musculares em pacu (P. mesopotamicus), e estes mesmos efeitos foram evidenciados em
curimbata (Prochilodus scrofa) no estudo de Rodrigues et al., (1997). Tal resposta também foi
revelada em Clarias gariepinus, sob exposicdo de 96 horas ao clorpirifos, de acordo com Nwani
et al., (2013). Vale salientar, que a manifestagdo de comportamento similar foi caracterizada
em zebrafish, como sintoma de crise epiléptica, segundo o estudo de Mussulini et al., (2013),

utilizando-se farmaco padrao para inducao.

No gréafico da figura 13, é possivel observar o quantitativo de juvenis que

possivelmente sofreram este dano comportamental pela exposi¢ao ao clorpirifds neste estudo.

Figura 13 - Grafico representando o quantitativo de individuos expostos ao pesticida clorpirifds que manifestaram
episodios rapidos de espasmos, demonstrando efeitos associados a exposicéo aguda até as 96 horas.
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Dentre a populacéo exposta, 40% dos animais presentes na concentracdo de 15ug/L

tiveram este sintoma em 48 e 72h, e respectivamente 26,6% de individuos nas concentragdes
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de 10 e 45ug/L também aparentaram episodios. ApOs 24h, as concentracdes menores
aparentaram mais episodios deste sintoma em quantitativo de individuos. Aliés, a concentragdo
intermediaria (15ug/L), aparentou mais episddios quando se compara quantitativamente com

0s demais grupos em todas as horas.

A convulsdo clénica € uma manifestacdo acompanhada de contracbes musculares
répidas, anormais de corpo inteiro, semelhantes ao comportamento clénico convulsivo
(DESMOND et al., 2012; MUSSULINI et al., 2013). Na convulséo tonica, ocorre 0 aumento
do tdnus muscular, em que os musculos se contraem e relaxam de modo répido e
descoordenado, acompanhado de enrijecimento e perda de consciéncia (DESMOND et al.,
2012; MUSSULINI et al., 2013). Sugere-se, que foram observadas respostas de convulsdo do

tipo tdnica ou cldnica nos juvenis, conforme os dados na figura 14.

Figura 14 - Grafico representando o quantitativo de individuos expostos ao pesticida clorpirifés que manifestaram
episodios de convulsdo (do tipo ténica ou clénica), demonstrando efeitos associados a exposi¢ao aguda até as 96
horas.
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Os dados sugerem que as concentracdes mais altas (25 e 45ug/L) causaram episédios
de convulsdo do tipo clénica ou tdnica em um maior quantitativo de individuos em 24h de
exposicdo. A concentracdo de 45ug/L provocou convulsdo em 33% em 4h de exposicgéo,
seguida da concentragdo de 25ug/L com 26,6% em 8h de exposi¢cdo. Em contrapartida, a
concentracdo intermediéria (15ug/L) provocou em 20% dos individuos em 24, 48 e 72h,
aparentando maior indice em relagdo aos outros grupos a partir de 24h de exposicao.

O clorpirifés provocou convulsdo tonica, acompanhada de rigidez muscular, paralisia
de nado e afundamento, em peixes da espécie Clarias gariepinus (TILAK, VEERAIAH e RAO,
2004; ADEYEMO, AKINTOYE e OGHI, 2004; SLOTKIN, OLIVER e SEIDLER, 2005).
Outrossim, SOTO-OTERO et al., (1987), apontaram convulsao clonica em ratos, como resposta
convulsiva relacionada a danos no sistema nervoso central. Baraban et al., (2005), relataram a
convulsdo clénica em larvas do peixe zebrafish comparando-a com respostas similares a
episodios epilépticos observados em roedores, e Mussulini et al., (2013) verificaram tal efeito
em zebrafish, induzindo crises epilépticas. Neste contexto, sugere-se que, possiveis efeitos de
convulsdo em peixes relacionados a exposicdo ao clorpirifés e/ou outros pesticidas
organofosforados, necessitam de investigacdes, visto que, este sintoma € um dos provaveis

efeitos neurotoxicos associados a epilepsia.

A laténcia para a manifestacdo desses efeitos (paralisia, espasmos e convulsdo), pode
ser compreendida como, o intervalo entre o contato inicial dos peixes com o toxico e a
percepcdo dos efeitos comportamentais em fungdo do tempo de exposicdo. Foi considerada a
somatdria do quantitativo de individuos que manifestaram algum destes sintomas que, vale
frisar, aparecem entre os estagios de n° 5 da tabela 8, como efeitos muito nocivos associados a

exposi¢do aguda.

Na figura 15, encontra-se a somatdria do nimero de individuos que manifestaram estes

efeitos pela exposicdo ao clorpirifds neste estudo.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tilak%20KS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15669740
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tilak%20KS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15669740
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rao%20DK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15669740
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Slotkin%20TA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15963356
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oliver%20CA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15963356
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Seidler%20FJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15963356
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Figura 15 - Gréfico representando a soma do quantitativo de individuos que manifestaram em 96 horas de
exposicao pelo menos um dos episodios expostos nos estagios de n® 5 da tabela 8, indicando a laténcia para atingir
0s sintomas que se assemelham a convulsdo. Os sintomas apresentados: paralisia, espasmos e convulsao (tbnica
ou clénica) estdo associados ao téxico que podem ser relacionados aos efeitos convulsivos em peixes.
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Aparentemente, as concentracdes de 10 e 15ug/L foram as que mais causaram 0S
efeitos avaliados. O quantitativo de animais afetados destas duas concentracGes sdo
representados por 60% e 66% em seus maiores indices, nos periodos de 24, 48, 72 e 96h.
Enquanto que, as maiores concentracoes (25 e 45ug/L) aparentaram reducdo no quantitativo de

individuos afetados por algum destes sintomas.

Os juvenis, aparentaram estresse ja nas primeiras horas de exposi¢éo, do mesmo modo
que foram observados sinais de agitagdo em peixes da espécie carpa comum no contato inicial
com diazinon (organofosforado) por Svobodova et al., (2003), e também por Moura (2009) que

relatou mudancgas no comportamento de tilapia do Nilo, carpa comum e tambaqui, desde as
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horas iniciais de exposicdo ao glifosato, assim como Nwani et al., (2013) que notaram

mudancas em Clarias gariepinus, desde os primeiros momentos expostos ao clorpirifos.

Percebeu-se que, os efeitos sobre o comportamento nos periodos iniciais, foram
manifestados mais rapidamente quanto maior a concentragéo. Inclusive, na maior concentracao
(45ug/L), individuos afetados ndo manifestaram alguns comportamentos que foram percebidos
nos outros grupos-teste. Assim, pode-se sugerir uma possivel relacdo das respostas observadas
com a concentracdo e o tempo de exposi¢cdo. Concordando com Nwani et al., (2013) e
Majumder e Kaviraj (2018), que encontraram em seus estudos, uma relacdo de respostas
fisiologicas e comportamentais com as concentracdes do clorpirifés. Aonde, os peixes das
maiores concentragdes, sofreram efeitos severos mais rapidamente e morreram. Alids,
Majumder e Kaviraj (2018), verificaram essa relacdo sob as concentragdes 12 e 25ug/L, ou

seja, valores condizentes aos usados neste estudo.

Observou-se, que nas concentracfes a partir de 25ug/L alguns animais do mesmo
grupo apresentaram sintomas de intoxicacdo mas nao morreram. Para Venturini (2010), a morte
do organismo pela exposi¢do a um téxico esta condicionada a sua capacidade intrinseca de
tolerancia ser extrapolada. E de acordo com Deb e Das (2013) e Souza (2014), existem
diferengas de suscetibilidade (variaveis) entre os organismos que podem influenciar suas

respostas aos toxicos mesmo sendo um grupo e/ou amostra homogeénea.

Wendelaar Bonga (2008), afirma que, as respostas intrinsecas aos estressores,
envolvem ativacgdes tipicas a niveis cerebrais e hormonais, com possiveis aumento de atividades
cardiorrespiratérias e do metabolismo energético. Barton (2002), salienta que, a fisiologia
envolta do estresse, é primariamente, conhecida por alterar os niveis circulatorios de hormonios
catecolaminas e corticosteroides; provocando, secundariamente, a homeostase, acarretando o
desequilibrio do fluxo iénico (hidromineral), além das funcdes imunoldgicas, cardiacas,
respiratorias e circulatorias; e por fim, as respostas terciarias que afetam, por exemplo, o

desenvolvimento, suscetibilidade e 0 comportamento.

Segundo Hontela et al., (1993), os pesticidas de um modo geral, possuem a capacidade
de alterar os niveis do hormonio cortisol; ou seja, induzir o estresse. Mataqueiro (2002), expde

gue, os peixes quando submetidos ao estresse quimico aumenta os niveis de cortisol na corrente

sanguinea, conforme verificou em peixes da espécie P. mesopotamicus submetidos a testes

toxicoldgicos com o pesticida parathion (organofosforado).
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Respostas fisioldgicas de estresse oxidativo é um dos eventuais sintomas apontado
como perturbacdo associada a alteragdes no comportamento. Slaninova (2009), destaca que, 0s
pesticidas comumente induzem estresse oxidativo em peixes. Segundo Naime (2017), o
clorpirifés provocou estresse oxidativo em ratos, assim como Cunha et al., (2018) e Kopjar et
al., (2017), também reportaram o0 mesmo sintoma em ratos expostos ao clorpirifds,
corroborando com o estudo de Yaseen et al., (2019), que verificaram tal sintoma em ratos
submetidos a testes de toxicidade com os pesticidas: fipronil, malathion e o clorpirifés. Dentre
outros autores, Mataqueiro (2002), Kavitha e Rao (2007), Orug (2010), Sharbidre, Metkari e
Patode (2011); Venturini et al., (2014), e Majumder e Kaviraj (2018), afirmaram estresse
oxidativo em peixes expostos a pesticidas organofosforados, incluindo o clorpirifos.

Além disso, as respostas comportamentais e morte dos juvenis pode indicar alteracfes
fisiol6gicas como, a perda de equilibrio homeostético. Pois, de acordo com Chrousos (1998) e
Sancho et al., (2009), o estresse se configura como o estagio aonde a homeostase do organismo
encontra-se ameacada; e que a sobrevivéncia do individuo depende de respostas intrinsecas
adaptativas e complexas, sendo estas, um conjunto de respostas fisioldgicas compensatorias a

fatores e estressores extrinsecos (xenobi6ticos), incluindo reagdes corporeas.

No presente estudo, a mortalidade e as alteragdes comportamentais foram importantes
ferramentas utilizadas para analises de toxicidade aguda. Porém, é importante frisar, que a
utilizacdo de marcadores complementares como, analises histopatoldgicas, genotdxicas, e
hematoldgicas para elucidar efeitos subletais possui grande relevancia para avaliar efeitos

morfoldgicos.

7 CONSIDERACOES FINAIS

O pesticida organofosforado clorpirifés demonstrou-se muito téxico para juvenis de
tambaqui, apresentando a CLso-gsn de 16.42ug/L. Foi possivel verificar que, quando expostos a
este produto, os peixes manifestaram alteragdes comportamentais de muita relevancia, pois
pode representar grande ameaca para a sobrevida destes animais na natureza. Além de
corroborar com outros estudos, os resultados apontam para a necessidade de maiores

investigacOes ecotoxicologicas para pesticidas sobre ictiofaunas da Amazonia.


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0048357511001398#!
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ANEXOS

ANEXO A -~APROVACAO DO COMITE DE ETICA PARA USO DE ANIMAIS

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DO OESTE DO PARA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS — CEUA/UFOPA

CERTIFICADO

Certificamos que © projeto intitulado “Deterninacao para peixes amazonicos G ecoto-
xicidade e risco de pesticidas unlizades em lavouras de soja” protocolado sob o mmero
N° 05004-2016, sob a responsabilidade do(a) pesquisador(a) Lincoln Lima Corréa
vinculado(a) 20 Instituto de Ciéncias & Tanolozia das Azuas — ICTA/UFOPA esta de
acordo com ©s principios eticos da experimentacio animal da Comésso de Erica no Uso
de Animais da Universidade Federal do Oeste do Para
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Conzeno Naclonal de Controle de ExpermentacSo Animal — CONCEA. Deferimento publicado
no Diaric oficial da UniSo N*® 187, 25 de setembro de 2013. CIAES: 01.006€5.2013



