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RESUMO

O tambaqui € a principal espécie de peixe cultivado na Amazénia Ocidental.
Contudo varios produtos quimicos tais como herbicidas, algicidas, larvicidas,
fungicidas e drogas veterinarias tém sido intencionalmente introduzidas nos
ambientes hidricos. Dentre os agrotéxicos comumente utilizados na piscicultura local
para o controle de ectoparasitos e insetos aquaticos, destacam-se a paration-
metilica (Mentox® 600 CE). O presente estudo foi verificado se o tambaqui
(Colossoma macropomum) quando exposto a condicdbes subletais do
organofosforado paration-metilica (MP) sofre alteracbes metabdlicas. Dentro desse
intuito, testes toxicoldgicos foram realizados para a determinacdo da concentracédo
letal (CLsoe). A toxidade da paration-metilica apresentou-se menor que 2 mg/L (CLso-
oeh de 1,456 mg/L e 2,317 mg/L). Portanto, ap6s a determinacdo da concentracdo
letal, exemplares de tambaqui juvenis, foram separados em grupos de 10 animais
em caixas de 390 L: um grupo controle mantido sem a presenca do organofosforado
e outros quatro grupos foram expostos a 0; 0,5; 0,70; 0,98; 1,37 e 1,92 da paration-
metilica/L de &gua durante 96 horas. Todos os grupos tiveram sua alimentacdo
suspensa 24 horas antes do inicio do experimento. Foram analisados 0s seguintes
parametros: conteudo de hemoglobina, hematécrito, eritrécito, VCM, HCM, CHCM,
concentracfes plasmaticas de glicose, amoénia, sodio, cloreto e potassio, além da
atividade hepatica da enzima glutationa-S-transferase (GST). Os individuos
expostos a estas condicfes apresentaram diminuicdo na atividade natatoria e
erratica, foram observadas producdo excessiva de muco e expansdo do labio
inferior. Os resultados do efeito da exposicédo a concentracdes abaixo de 2 mg/L da
formulacédo comercial do paration-metilica (Mentox® 600 CE) permitiram estabelecer
gue as alteracdes dos parametros hematolégicos ocorreram a partir do primeiro
tratamento em relacdo ao grupo controle, porem néo o suficiente para mitigar as
respostas de estresse, pois ndo houve diferenca significativa nas variaveis
sanguineas e nem nos indices hematimétricos. Respostas tipicas ao estresse ndo
foram detectadas devido ao manuseio imposto aos peixes durante a realizacdo da
exposicdo do Colossoma macropomum as concentracdes subletais de paration-
metilica, elucidados através das alteracbes das concentracbes plasmaticas de
glicose, amonia e ions (Na*, CI, K*), porém a exposicdo a paration-metilica causou
aumento da atividade de glutationa S-transferase (GST) a partir do tratamento 0.70
mg/L.

Palavras-chave: Organofosforado, Colossoma macropomum, Ecotoxicidade,
glutationa S-transferase, Concentracao Letal (CLsow), Estresse.



ABSTRACT

The tambaqui (Colossoma macropomum) is to main fish species cultivated in the
Amazonia Western. However several such chemical products as herbicides,
algicides, larvicides, fungicides and veterinary drugs have been introduced
intentionally in the hydric atmospheres. Among the pesticides commonly used in the
local pisciculture for the control of ectoparasites and aquatic insects, they stand out
the parathion methyl (Mentox® 600 CE). The present study was verified if the
tambaqui (Colossoma macropomum) when exposed to conditions sublethal of the
organophosphates parathion methyl (PM) UNDERGOES metabolic alterations.
Inside of that intention, toxicological tests were accomplished for the determination of
the lethal concentration (CLsgy). the toxicity of the parathion methyl represented
lesser than 2 mg/L (CLsp-9én Of 1,456 mg/L and 2,317 mg/L). Therefore, after the
determination of the lethal concentration, specimens of juveniles tambaqui, were
separate in groups of 10 animals in boxes of 390 L: a group control maintained
without the presence of the organophosphates and other four groups were exposed
to 0; 0,5; 0,70; 0,98; 1,37 and 1,92 of parathion methyl/L of water for 96 hours. All the
groups had your feeding suspended 24 hours before initiate the experiment. The
following parameters were analyzed: hemoglobin content, hematocrit, erythocyte,
VCM, HCM, CHCM, concentrations glucose plasmatic, ammonia, sodium, chloride
and potassium, above the hepatic activity of the enzyme glutathione-S-transpherase
(GST). The exposed individuals the these conditions presented decrease in the
natatorial and erratic activity, excessive production of mucus and expansion of the
inferior lip were observed. The results of the effect of the exhibition to concentrations
below 2 mg/L of the commercial formulation of MP (Mentox® 600 CE) they allowed to
establish that the alterations of the parameters hematologic happened starting from
the first treatment in relation to the group it controls, yet they put not enough to
mitigate the stress answers, because there was no significant difference in the
sanguine variables and nor in the indexes hematimetrics. Typical answers to the
stress were not detected due to the handling imposed the fish during the
accomplishment of the exhibition of the Colossoma macropomum them sublethals
concentrations of the parathion methyl, elucidated through the alterations of the
concentrations glucose plasmatic, ammonia and ions (Na*, CI, K%), they put the
exhibition to the parathion methyl it caused increase of the glutathione activity S-
transpherase (GST) starting from the treatment 0.70 mg/L.

Keywords: organophosphorus, Colossoma macropomum, ecotoxicity, glutathione S-
transferase, lethal concentration (LCspy), Stress.
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1. INTRODUCAO

O tambaqui é a principal espécie de peixe cultivado na Amazonia Ocidental,
devido a sua importancia regional e demanda crescente nos mercados nortistas do
Brasil. E uma espécie onivora relativamente bem adaptada as condicdes de
cativeiro, aceitando racdes artificiais e completas com indices desejaveis de
crescimento e conversao alimentar. Ainda alcanca precos atrativos nos exigentes
mercados das grandes cidades amazbnicas como Manaus, principal podlo
consumidor dessa espécie (ARAUJO-LIMA & GOMES, 2005).

O aumento da atividade aquicola tem despertado a atencdo da comunidade
cientifica e de 6rgdos de gestdo quanto aos riscos relacionados a esta atividade
(BOYD & MASSAUT, 1999). Esses riscos incluem os danos ambientais e a saude
dos consumidores (WINKALER, 2008). Observa-se crescente interesse por parte
dos produtores no que diz respeito a busca de solugcbes para evitar 0s prejuizos
causados por mortalidade e problemas na producado. Entre os aspectos importantes
para a otimizacdo da atividade estdo aqueles que afetam o desempenho e a
resisténcia dos animais as doencas, e para 0s quais se tém voltado os esforcos
cientificos na busca de solu¢des (BARTON & IWAMA, 1991).

No regime de confinamento, os peixes ficam submetidos a um ambiente
diferente do seu habitat natural e, dessa forma, expostos a fatores bidticos e
abioticos adversos, tais como: manuseio, alimento artificial, altas densidades de
estocagem, entre outros. Sabe-se que a aquisicdo de qualquer adaptacdo a uma
nova situacdo experimentada por um organismo envolve modificacbes de
mecanismos bioquimicos, fisiolégicos e comportamentais em resposta ao estimulo, o
qual é considerado estresse (SANTOS, 2007). Sabe-se da relagéo entre o estresse
€ a sua acao imunossupressora, tanto em mamiferos, quanto em vertebrados
inferiores (WEYTS et al., 1998). Isso € frequentemente associado a diminuicdo da
resisténcia dos peixes aos oportunistas patogénicos resultando em doengas e
mortalidades (ANDERSON, 1990).

Diante dos possiveis casos de enfermidades, € comum o uso de algumas
formas de tratamento que utilizam medicamentos de uso agricola ou veterinario.
Sabe-se que no Brasil ndo existe uma legislacdo regulamentadora para registro
destes produtos na aquicultura. Diante da ameaca a produtividade empregam-se
muitas vezes quimioterapicos ndo registrados e sem especificacbes técnicas do

fabricante para uso nos setores aquicolas (MAXIMIANO et al., 2005).
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Os organofosforados sdo largamente utilizados devido & propriedade de se
degradarem rapidamente no ambiente depois de aplicados. Entretanto, esses
compostos sao rapidamente biotransformados in vivo por isoformas de citocromo P-
450 (CYP) para a sua forma ativa de organofosfato, ou forma oxon, a qual e capaz
de produzir efeitos danosos nos organismos vivos e ndo alvos (CASARETT &
DOULL, 2008).

O uso de produtos quimicos em tanques de cultivo como inseticidas e
bactericidas podem ter acdo cumulativa e representar risco a seguranca alimentar
(BOYD & MASSAUT, 1999). A aplicagédo destes inseticidas pode resultar em altos
niveis de residuos nos peixes, inclusive no momento do consumo, pois normalmente
os periodos de caréncia ndo sdo respeitados pelos piscicultores, geralmente
aplicados sem orientagcdo técnica adequada e indiscriminadamente (MATAQUEIRO,
2002; RODRIGUES et al., 1997).

O ecossistema aquatico € constantemente perturbado por poluentes toxicos
das mais variadas fontes. Os lixiviados de areas agricolas, os crescentes despejos
de esgotos domésticos e industriais e a liberacao dos efluentes das pisciculturas,
contribuem significativamente para modificacbes ambientais (ZAGATTO &
BERTOLETTI, 2006). Nesse caso, além da diminuicdo da producdo de peixes e
aumento de doencas, pode haver bioacumulacdo do produto com conseqiéncias
ainda desconhecidas ao consumidor da carne dos peixes (ZANATTA et al., 2007).
Entretanto, a aplicacdo destes inseticidas pode resultar em altos niveis de residuos
nos peixes, inclusive no momento do consumo, pois normalmente os periodos de
caréncia ndo sao respeitados pelos piscicultores (RODRIGUES & FANTA, 1998).

O paration-metilica € um organofosforado amplamente utilizado no Brasil para
evitar perdas agricolas pelo ataque de moscas e insetos as plantas e também uso
em aquicultura para controle de parasitas de branquias e pele de peixes (ALMEIDA,
2005; AGUIAR & MORAIS, 1999). Na piscicultura, o inseticida do grupo quimico dos
organofosforados, é um dos mais empregados no controle de predadores aquaticos
em tanques de producdo e na preparacao de viveiros de recepcao de larvas de
peixe, com 0 objetivo de maximizar a producao de rotiferos (SENHORINI et al.,
1991).

Apesar das semelhancas morfologicas entre os peixes, as diferencas

bioquimicas e fisiologicas sdo numerosas e cada espécie possui um conjunto de
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adaptacdes caracteristicas que permite a sua sobrevivéncia frente as pressées do
meio (FRAGA, 2010).

O estresse e uma resposta que fornece energia ao organismo, energia usada
para ajustes necessarios para o organismo se equilibrar. Essas respostas acarretam
outras, como aumento do consumo de oxigénio e da respiracao, junto com outras
respostas motoras, psicoldgicas, bioquimicas e fisiologicas. Se a situacao persiste
(fica mais cronica), outros processos passam a ser comprometidos: reduz o
crescimento, inibe reprodugéo e diminui a resisténcia a doencas, suprimindo o
sistema imunologico (CECCARELLI et. al., 2000).

O uso de parametros bioquimicos, fisiologicos e morfolégicos como
biomarcadores tém apresentado bons resultados na avaliacdo dos efeitos dos
xenobidticos sobre os peixes (MARTINEZ & SOUZA, 2002).

Neste contexto, contaminacdo ambiental por agrotdxicos causam efeitos
deletérios sobre o0s organismos aquaticos e como a piscicultura vem atualmente
tomando impulso, e uma vez constatada a presenca desses produtos nos viveiros de
piscicultura, torna-se necessario obtencdo de dados para se efetuar um maior

controle do seu uso devido as suas eventuais implicacées nos ambientes.

2. CONTEXTUALIZACAO

2.1.Importancia do tema

A piscicultura, entendida como a producédo racional de peixes em quaisquer
de suas fases de desenvolvimento, e uma atividade importante e viavel
economicamente atualmente. O Brasil tem um dos maiores potenciais do mundo
para o desenvolvimento da piscicultura, particularmente devido ao seu clima,
diversidade de espécies, quantidade de agua, tipo e extensao de solo e facilidade de
acesso aos locais de producdo. Essas condi¢cdes e a caréncia alimentar da maioria
dos brasileiros tornam a exploracdo desse potencial praticamente uma exigéncia
social (CECCARELLI et. al., 2000).

A criacdo de peixes em cativeiro € praticada ha pelo menos trés décadas no
estado do Amazonas e, nesse tempo esta atividade vinha se desenvolvendo
lentamente. Atualmente existe uma grande demanda por peixe no Estado, devido ao
aumento da densidade demografica na cidade de Manaus e ao grau elevado de

urbanizacdo que a cidade vem alcancando. Entretanto, espera-se que a
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produtividade de peixes por [amina da dgua de cultivo ainda se tenha um incremento
(CAVERO et. al., 2003).

O aumento da atividade aquicola tem despertado a atencdo da comunidade
cientifica e de 6rgdos de gestdo quanto aos riscos relacionados a esta atividade
(BOYD & MASSAUT, 1999). Esses riscos incluem os danos ambientais e a saude
dos consumidores (WINKALER, 2008). Observa-se crescente interesse por parte
dos produtores, no que diz respeito a busca de solucdes para evitar 0s prejuizos
causados por mortalidade e problemas na producdo. Entre os aspectos mais
importantes para a otimizacao da atividade estédo aqueles que afetam o desempenho
e a resisténcia dos animais as doencas, e para 0s quais se tém voltado os esforcos
cientificos na busca de solu¢gbes (PICKERING, 1981; BARTON & IWAMA, 1991,
WENDELAAR BONGA, 1997, HONTELA, 1997; BARNETT, 1998).

Diante dos possiveis casos de enfermidades na piscicultura, € comum 0 uso
de algumas formas de tratamento que utilizam medicamentos de uso agricola ou
veterinario. Sabe-se que no Brasil ainda ndo existe uma legislacdo regulamentadora
para registro destes produtos na aquicultura. Diante da ameaca a produtividade
empregam-se muitas vezes quimioterapicos nédo registrados e sem especificacdes
técnicas do fabricante para uso nos ambientes aquicolas (CAMPOS, 2005). Estas
enfermidades ocorrem devido ao regime de cultivo intensivo que utiliza alta
densidade populacional que pode provocar estresse nos peixes, principalmente
durante o transporte, reproducéo artificial ou ainda exposicado a periodos de baixa
qualidade de agua do cultivo e a ndo execucdo de medidas preventivas na
introducdo de novos peixes nos criatérios ou pelo contato dos animais de cultivo
com peixes silvestres parasitados (MARTINS, 1998).

Para o controle de parasitos, muitos agentes quimicos sao empregados, de
forma profilatica ou terapéutica, destacando-se o paration-metilica como uma das
substancias quimicas de maior eficiéncia conforme o aumento da sua concentracao
e do tempo de exposi¢cdo (CRUZ et al., 2008).

A resposta ao estresse € um mecanismo que permite ao peixe preservar sua
saude frente a eminente ameaca. Dependendo da severidade do estressor, o
mecanismo de resposta pode se tornar disfuncional e impactar negativamente a
fisiologia do animal, podendo levar a morte (CECCARELLI et. al., 2000; LIMA et. al.,
2006).
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2.2.Contaminacdo de ambientes aquaticos por agrotéxicos

O ecossistema aquatico € constantemente perturbado por poluentes toxicos
das mais variadas fontes. Logo tem sido um grande problema a utilizacdo desses
produtos quimicos téxicos relacionados aos possiveis impactos negativos que
podem provocar quando atingem ambientes aquaticos, a espécies sensiveis e nao
alvos principais do produto aplicado. Os lixiviados de areas agricolas, os crescentes
despejos de esgotos domésticos e industriais e a liberagcdo dos efluentes das
pisciculturas, contribuem significativamente para modificagcbes ambientais
(ZAGATTO & BERTOLETTI, 2006). Quando a contaminacao é intensa observa-se
mortalidade de peixes; quando a contaminagédo ocorre em escala menor e de forma
frequente, as consequéncias sdo ainda desconhecidas. Nesse caso, além da
diminuicAo da producdo de peixes e aumento de doencas, pode haver
bioacumulacdo do produto com consequéncias ainda desconhecidas para o
consumidor da carne dos peixes (ZANATTA et al., 2007). Em adicdo, a aplicacéo
destes inseticidas pode resultar em altos niveis de residuos nos peixes, inclusive no
momento do consumo, pois normalmente os periodos de caréncia ndo sao
respeitados pelos piscicultores (RODRIGUES et al., 1997).
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Figura 1 Movimento dos agrotoxicos em ecossistemas aquaticos (TOMITA &
BEYRUTH, 2002).

Segundo Figueiredo & Senhorini (1990), a utilizacdo de biocidas na

preparacao de viveiros de criacdo de pos-larvas de carpa comum, resulta em maior
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producdo de alevinos, porém menores com maior sobrevivéncia. Caso ndo sejam
utilizados inseticidas, os alevinos serdo maiores, mas a sobrevivéncia sera bem
menor. Estas informacfes destacam como 0 agrotoxico mais empregado para
combater os predadores aquaticos.

Segundo Tomita & Beyruth (2002), esses produtos quimicos podem alcancar
0S ambientes aquaticos através da aplicacdo intencional, deriva e escoamento
superficial a partir de areas onde ocorreram aplicacfes. A lixiviacdo dos agrotoxicos
através do perfil dos solos pode ocasionar a contaminagédo de lencois freéticos,
portanto, além de afetar os préprios cursos de agua superficiais, 0os agrotoxicos
podem alcancar os lencéis freaticos, cuja descontaminacdo apresenta grande
dificuldade (ROSA, 1998).

Os organofosforados séo utilizados como agrotéxicos devido a uma rapida
degradacdo no ambiente depois que sdo aplicados, porém o grande problema da
utilizacao desses produtos quimicos téxicos esta relacionado aos possiveis impactos
negativos que podem provocar quando atingem ambientes aquaticos, espécies
sensiveis e ndo alvos (FRAGA, 2010).

O uso de parametros bioquimicos, fisiolégicos e morfolégicos como
biomarcadores tém apresentado bons resultados na avaliagdo dos efeitos dos
xenobidticos sobre os peixes (MARTINEZ & SOUZA, 2002). Estes estressores
podem influenciar nas respostas imunoldgicas dos peixes, dependendo do tipo, a
guantidade e duragéo da exposicao a estes fatores, os efeitos sobre o animal podem
ser negativos (VERLHAC & GABAUDAN, 2002). As respostas fisioldgicas dos peixes
aos diferentes estimulos adversos a homeostase fazem parte do grande conjunto
dos ajustes e adaptacbes dos organismos a diferentes estressores, que podem ter
origem natural ou antropico. Muitos estudos em biologia de peixes fazem uso dessas
respostas com a finalidade de mensurar e avaliar os efeitos de um determinado
agente estressor (INOUE, 2005).

Os efeitos dos agrotoxicos sobre os organismos aquaticos podem ocorrer
atraveés de interacbes com proteinas receptoras celulares, disturbios na homeostase
celular, inibicdo enzimatica e danos a macromoléculas, entre outros. O organismo
entdo é capaz de responder, inicialmente a nivel molecular e celular, a fim de evitar
ou diminuir o efeito téxico destes contaminantes através de respostas adaptativas.
Caso estas respostas ndo sejam suficientes, podera ocasionar diminuicdo no

crescimento, reducédo da fertilidade e reproducéo, disturbios funcionais, mutacéo,
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cancer, distirbios comportamentais ou a morte. (FENT, 2004). E podem ser
estimados e monitorados por testes de toxicidade realizados em laboratério,
utilizando sempre que possivel organismos-teste presentes nas regides sujeitas a
acao destes contaminantes (RAND & PETROCELLI, 1985). Assim, o tambaqui
(Colossoma macropomum) pertencente a ordem Characiforme, familia Characidae e
subfamilia Myleinae, considerado de grande porte, destaca-se como uma das
principais espécies da piscicultura brasileira (SANTOS et al., 2006). Quando exposto
a ambientes hipoxicos, usa sua principal adaptacdo a esse tipo de estressor: tem a
capacidade de expandir o labio inferior e o usa para captar a agua da superficie,
mais rica em oxigénio, e fazé-la passar por suas branquias. Além disso, sofre varios
ajustes fisioldégicos e metabdlicos para aumentar a eficiéncia na transferéncia de
oxigénio do ambiente para os tecidos (VAL et al., 1998). E segundo Artero (2008), o
Colossoma macropomum pode ser usado como espécie padrdo para estudos de
toxicidade, devido a sua facil manipulacédo e implicacdes ecologicas e econdmicas

na Amazobnia.

2.3.Importancia da aplicagéo dos testes de toxicidade

Os testes de toxicidade aquéatica constituem uma importante ferramenta para
avaliacdo da sensibilidade de organismos a fatores ambientais desfavoraveis como
efluentes toxicos, poluentes fisicos, quimicos e medicamentos. S&o realizados com
diversas finalidades, como a regulamentacédo dos limites aceitaveis de contaminagéo
ambiental, a homologac¢ao e registro de produtos quimicos comerciais utilizados no
meio ambiente e para teste de medicamentos, que permitem avaliar a eficacia e
também os efeitos deletérios dos compostos quimicos utilizados nos tratamentos de
doencas de organismos aquaticos (LOMBARDI, 2004). Podem ser classificados
como “agudos” ou “crénicos”, em funcao do tempo de exposi¢cao dos organismos a
substéancia toxica e do tipo de efeito a ser observado (RAND et. al. 1985). Sendo que
as respostas da biota aos poluentes sao distribuidas pelo tempo, algumas ocorrendo
imediatamente apOds o evento poluidor ou respondendo a um estimulo continuo e
longo (BRENDOLAN, 2004).

Nos testes agudos, organismos sao expostos a altas concentracdes de um
contaminante por um curto periodo de tempo, geralmente 48 a 96 horas, usando-se
a concentracdo letal ou concentracdo efetiva para 50% dos organismos em teste

(CLsp ou CEsp), ou seja, a concentracdo do agente toxico presente no ambiente
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aquatico que causa 50% de letalidade, ou outro efeito, & espécie-teste (GHERARDI-
GOLDSTEIN, 1988). O objetivo destes testes € determinar a concentracdo da
substancia quimica ou efluente que produz um efeito deletério na populagéo exposta
durante um curto periodo de tempo e sob condi¢cdes controladas (RAND &
PETROCELLI, 1985; RAND, 1995; NIPPER, 2002).

Nos testes de toxicidade cronica, o organismo responde a um estimulo que
continua por longos periodos, podendo afetar todo seu ciclo de vida. De um modo
geral, as concentracbes a que 0s organismos S80 expostos sao subletais, ou seja,
permitem a sobrevida do organismo, mas afetam uma ou varias de suas funcdes
bioldgicas, por exemplo, interferéncia na reproducédo, desenvolvimento de ovos,
crescimento, maturacdo e/ou comportamento em geral (GHERARDI-GOLDSTEIN,
1988).

Os principais organismos recomendados sao produtores primarios, como
microalgas e macroéfitas (ex.: Selenastrum capricornutum e Lemna minor);
consumidores primarios, como 0s organismos zooplancténicos (ex.: Daphnia magna
e Ceriodaphnia dubia); e os consumidores secundarios, como o0s peixes (ex.: Danio
rerio e Poecilia reticulata) (IBAMA, 1987); além de organismos associados aos
sedimentos, como o crustaceo anfipoda Hyalella azteca (MOORE et al., 2007).

Os testes fornecem informacBes e indicacdes sobre possiveis riscos e
alteracbes prejudiciais ao meio ambiente, servindo assim, como sistemas
preventivos de protecao e alerta (KNIE & LOPES, 2004).

2.4.Efeitos agudos e subagudos do paration-metilica em peixes

Os agrotdxicos presentes no meio aquatico podem atingir o homem pela
ingestédo de agua e de alimentos contaminados, como o0s peixes. Os peixes entram
em contato direto com 0s agrotdxicos principalmente pela via dérmica, superficie
externa do corpo com suas inimeras estruturas sensoriais, branquias, por via oral e
por todo o trato gastrintestinal (MATAQUEIRO, 2002). Os organofosforados
apresentam em sua maioria carater hidrofobico, por esta razdo sao dificeis de serem
excretados, o que favorece que sejam tOxicos aos organismos Vivos e, apds a
absorcdo, em sua maioria, passam da corrente sanguinea para as células hepaticas
(WOLFF et al., 1992).

O paration-metilica ou O, O-Dimethyl O-4-(nitrophenyl) phosphorothioate € um

inseticida do grupo quimico dos organofosforados. Sua classificacdo toxicologica
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segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2003) é |,
extremamente toxico e classificacdo IA com LDsy de 14 mg/kg, segundo a
Organizacdo Mundial da Saude - OMS (1997). O principio ativo possui baixa
persisténcia e curto deslocamento para as regioes vizinhas. A taxa de degradacao
aumenta com a temperatura e com a exposi¢do a luz solar, sendo moderadamente
adsorvido pela maioria dos solos e levemente soluvel em agua (WAUCHOPE et al.,
1992).

A toxicidade do paration-metilica esta relacionado ao enxofre duplamente
ligado ao fésforo ligante (Figura 2A) e os grupos que circundam o fosfato (LANDIS &
MING-HOYU, 1995) que quando metabolizado pelo organismo, nas reacdes de
desintoxicacdo no figado pelo metabolismo oxidante do sistema P-450 substitui o
atomo de enxofre (P = S) pelo oxigénio (P = O) gerando uma forma tdxica mais
potente, o paraoxon (OP) (Figura 2B).
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1|
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Paraoxon-metilica

Figura 2 Férmula Estrutural da Paration-metilica e Paraoxon- metilica. Fonte: ANVISA, 2003.

Os peixes podem ser expostos o paration-metilica acidentalmente, ou sob
condicbes de tratamento. Em cultura de peixes, o tratamento com compostos
organofosforados é um método comum empregado para controlar estagios larvais
de insetos predadores de larvas de peixes. Organofosforados também sao utilizados
para tratar infeccbes de pele e branquias causadas por parasitas externos.

Dependendo do parasita e da espécie de peixe, a concentracdo do organofosforado
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recomendada pode variar entre 0,25 e 12,5 mg. L™. No Brasil, o Folisuper 600° é um
dos organosfosforados mais utilizados para este propoésito, em concentracdes
variando de 0,5 a 3 mg L™* (MONTEIRO et al., 2006).

Os estudos em toxicologia aquatica sdo qualitativos e quantitativos em
relacéo aos efeitos toxicos sobre os organismos aquaticos. Os efeitos toxicos podem
incluir tanto a letalidade (mortalidade) e efeitos subletais, como alteracbes no
crescimento, desenvolvimento, reproducdo, respostas farmacocinéticas, patologia,
bioguimica, fisiologia e comportamento. A toxicologia aquéatica também esté
relacionada com as concentracdes ou quantidades dos agentes quimicos que
podem ocorrer no ambiente aquatico (aAgua, sedimento ou alimento). A toxicidade de
um composto quimico depende da exposicdo, da suscetibilidade do organismo, das
caracteristicas quimicas do agente e de fatores ambientais (RAND & PETROCELLI,
1985).

Além disso, em sistemas de cultivo de peixes, o0 paration-metilica é
comumente utilizado na preparacdo de viveiros de larvicultura onde ha estocagem
de larvas de peixes, na concentracédo de 0,25 a 3,0 ppm do produto ativo, com o
objetivo de eliminar predadores aquéaticos como larvas e ninfas de insetos da ordem
Odonata (FIGUEIREDO & SENHORINI, 1990).

A toxicidade em organismos aquaticos aumenta de acordo com a
temperatura, uma vez que, em maiores valores de temperatura oS organismos
aquaticos tém maior metabolismo e taxas de respiracdo e, conseqlientemente, a
absorcdo de substancias téxicas é facilitada (HOWE et al., 1994). Os efeitos dos
agrotoxicos sobre os organismos aquaticos podem ser estimados e monitorados
através de testes de toxicidade conduzidos em condigbes de laboratorio (RAND &
PETROCELLI, 1985).

2.5.Respostas ao estresse utilizando o tambaqui como biomarcador
O estresse é caracterizado por um conjunto de respostas do organismo
desencadeadas pelo hipotalamo e hipofise. Alguns fatores quimicos estimulam as
células interrenais nos peixes a liberarem, principalmente, a adrenalina e o cortisol.
Esses dois hormbnios vdo para o sangue e, entdo, atingem todo o organismo,
provocando efeito em muitas células. Esses horménios séo catabodlicos, o que
significa que estimulam reacdes de quebra de compostos para a liberacdo de

energia. Portanto, 0 estresse € uma resposta que fornece energia ao organismo,
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energia usada para 0s ajustes necessarios para 0 organismo se equilibrar
(CECCARELLI et. al., 2000).

A resposta ao estresse € um mecanismo que permite o peixe preservar sua
saude frente & ameaca de estressores. Dependendo da severidade do estressor, 0
mecanismo de resposta pode se tornar disfuncional e impactar negativamente a
fisiologia do animal (VERLHAC & GABAUDAN, 2002).

Em todas as fases do cultivo ocorrem procedimentos considerados adversos
aos peixes. O estresse causado pelas praticas de rotina prejudica o desempenho
dos animais (CHOPIN et al., 1996).

Quando desafiada por uma ameaca ou submetida a situacdes ambientais
desfavoraveis, a maioria dos animais exibe uma série de mudancas organicas,
fisiolégicas e comportamentais, que aumentam a probabilidade de sobrevivéncia
imediata (BARTON & IWAMA, 1991 citado por CYRINO et al.,2004). Estas
mudancas sdo caracterizadas por direcionamento e investimento energetico do
corpo para o0s Orgaos (coracdo, musculos e cérebro) responsaveis por funcbes
consideradas prioritarias (CYRINO et al., 2004).

Situacbes de estresse em peixes podem causar ainda uma demanda
energética maiores que a sustentavel pelo metabolismo aerébico. Alguns
estressores podem dificultar o suprimento de oxigénio as células, tanto por meios
diretos, como estressores que reduzem a concentracdo de oxigénio ambiental
(exemplo: um “over turn” do oxigénio dissolvido na coluna da agua), quanto por
meios indiretos, como a diminuicdo da capacidade respiratoria induzida por um
determinado agente estressor (exemplo: a presenca de parasitas nas branquias, ou
danos nas lamelas branquiais por xenobi6ticos) (HOCHACHKA, 1980).

O conjunto de respostas metabodlicas expressa pelos peixes devido a
estimulos adversos a homeostase sdo expressas em trés categorias: primaria,

secundéaria e terciaria (BARTON et al., 2002), conforme a figura 3.
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ESTIMULO ESTRESSOR
Hipoétalamo

Pituitaria

Células interrenais Células cromafins
Costicosterdides Catecolaminas
EFEITOS (Cortisol) (adrenalina, noradrenalina)
PRIMARIOS ﬂ ﬂ m J ﬂ &
EFEITOS Efeitos metabélicos, hematolédgicos, osmorregulatérios,
SECUNDARIOS cardiorespiratérios
EFEITOS Preiui » diicH ; 16gi
TERCEARIOS rejuizos no creSCImento, reprodugaoc e resposta Imunologica

Figura 3 Esquema ilustrativo dos efeitos primarios, secundarios e terciarios de estressores
ambientais em peixe, segundo (BARTON et al., 2002).

As respostas primarias sdo as hormonais. As secundarias sdo mudancas nos
parametros fisiolégicos e bioquimicos e as tercidarias sdo o comprometimento no
desempenho, mudangcas no comportamento e aumento da suscetibilidade a
doencas. O cortisol, principal corticosteréide em peixes, é considerado um bom
indicador para avaliacdo de estresse primario (MOMMSEN et al., 1999). Um bom
indicador para resposta secundaria € a glicose do sangue ou plasma, pois esta
avaliacdo pode ser realizada na criagdo, com medidores de glicose de simples
utilizagéo e facilmente encontrados no mercado (WELLS & PANKHURST, 1999).

O forte balanco eletrolitico € evidenciado por teores plasmaticos alterados na
Na®, CI' e K*, e o significativo desbalanco da excrecdo nitrogenada dos peixes é
evidenciado pelo aumento da aménia plasmatica (MCDONALD & MILLIGAN, 1997).

As respostas fisiologicas dos peixes aos diferentes estimulos adversos a
homeostase fazem parte do grande conjunto dos ajustes e adaptacdes dos
organismos a diferentes estressores, que podem ter origem natural ou antropica.

Muitos estudos em biologia de peixes fazem uso dessas respostas com a finalidade
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de mensurar e avaliar os efeitos de um determinado agente estressor (INOUE,
2005).

Os agrotoxicos depois de absorvidos pelo corpo sofrem um processo de
biotransformacg&o, que € um conjunto de alteragdes quimicas que as substancias
sofrem no organismo, geralmente por processos enzimaticos, com o objetivo de
tornar os compostos mais hidrossoliveis e mais faceis de serem excretados
(AZEVEDO & LIMA, 2003), que pode ser descrita em duas partes: pré-sintética (fase
) e sintética (fase ).

Ao entrar na célula, as substancias sdo inicialmente metabolizadas pelo
citocromo P-450 (CYP1A, uma das subfamilias da P450), onde, através de reacdes
de oxidacao, reducao e hidrdlise, € introduzido um centro eletrofilico na molécula do
xenobidtico (Fase I). Nesta fase muitos compostos sdo convertidos a metabdlitos
altamente reativos (bioativacdo). A criacado do centro reativo permite que as enzimas
da fase Il conjuguem o metabdlito eletrofilico com varias moléculas endogenas (por
exemplo, glutationa), que resulta num metabdlito final hidrofilico, passivel de ser
eliminado, processo denominado como desintoxicagdo (GUECHEVA &
HENRIQUES, 2003).
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FASE | FASE I

Glicuronidacao

Oxidagdo, Reducdo Sulfoconjugacio
Hidrolise Conjugacédo ¢/ GSH

Produtos Produtos

Xenobidtico |— L L.
Primarios Secundarios

J '
A4

[ Excreg¢ao ]

Lipofilico Hidrofilico

Figura 4 Etapas da biotransformacgdo. A substancia de carater lipofilico deve ser biotransformada
num produto mais sollivel em agua para ser excretada do organismo. As reacfes de fase |
introduzem ou expde um grupo funcional. A reacéo de fase Il e a conjugacéo de produto de fase | ou
da prépria substancia com substancias enddégenas, como por exemplo, a glutationa reduzida (GSH)
(REGO, 2012).

O grupo das glutationa s-transferases (GST) é o principal grupo de proteinas
soltveis do figado, envolvidas na desintoxicacao celular de compostos eletrofilicos,
gerados intracelularmente ou encontradas na forma de xenobi6ticos. Essas
proteinas sdo encontradas em diferentes formas, chamadas de isoenzimas (HAYES
& PULFORD, 1995; WINDERSTEN & MANNERVIK, 1995). Sua acao desintoxicante
€ importante na protecdo contra estresse oxidativo, cancer e outras doencas
degenerativas, incluindo aquelas associadas com o envelhecimento (BABBITT,
2000).

Biomarcadores indicam se um grupo de organismos num dado ambiente esta
dentro de seus padrOes fisiolégicos normais. Se a resposta for negativa,
investigacdes adicionais podem ser justificadas para determinar a natureza e o grau
de contaminacéo. Por esta razdo, biomarcadores devem ser considerados como

indicadores precoces de contaminacdo, podendo ser classificados em trés tipos: de
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exposicao, de efeito e de suscetibilidade, os quais sao instrumentos que possibilitam
identificar a substancia téxica ou uma condicéo adversas (WALKER et al., 1996).

Os biomarcadores de exposicao sdo aqueles que indicam se um individuo foi
ou estd exposta a alguma espécie de poluente sem, no entanto, permitir qualquer
inferéncia a respeito do grau de efeitos adversos causados. Biomarcadores de efeito
sdo aqueles que demonstram a ocorréncia de um efeito tOxico no organismo
estudado. Geralmente, as alteracbes bioquimicas podem ser consideradas
marcadores tanto de exposicdo como de efeito (WALKER et al., 1996). E os
biomarcadores de suscetibilidade podem ser definidos como indicadores de
processos que causam variacoes de repostas ao longo do tempo e entre exposi¢ao
e efeito (BARRETT et al., 1997).

Neste trabalho as reacdes metabdlicas do tambaqui de cativeiro exposto a
condigbes subletais de paration-metilica serdo avaliadas através de analises
sanguineas e analises bioquimicas para estresse oxidativo através da atividade da

glutationa S-transferase.

2.6.A Espécie Colossoma macropomum

O tambaqui, Colossoma macropomum Cuvier (1818), € um peixe pertencente
a Ordem Characiforme e familia Characidae e subfamilia Myleinae. E considerado
um peixe de grande porte, medindo até 100 cm de comprimento e mais de 30 Kkg;
segundo maior peixe de escamas da América do Sul, depois do pirarucu; corpo alto,
romboidal, labios grossos, dentes molariformes; auséncia de espinho pré-dorsal;
nadadeira adiposa com raios. E um peixe amazonico muito importante para a pesca
regional e uma das principais espécies da piscicultura brasileira. Uma caracteristica
marcante é a grande plasticidade genotipica e fenotipica, que permite a espécie
sobreviver no heterogéneo ambiente amazoénico (SANTOS et al., 2006) e um dos
peixes mais importantes da piscicultura brasileira, em especial nas regides Norte e
Nordeste. E nativo da bacia Amazénica e considerado o segundo maior peixe de
escamas do rio Solimbes e do Amazonas (GOULDING & CARVALHO, 1982).

A grande disponibilidade de frutos e sementes leva a espécie a incluir em sua
dieta uma mistura destes para conseguir melhor equilibrio de proteina, carboidratos,
gorduras e vitaminas e em cativeiro, aceita ragao, 0 que, em conjuntos com a sua
rusticidade, faz da espécie uma das mais utilizadas na piscicultura da regiao
(ARAUJO-LIMA & GOULDING, 1998).
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6

Figura 5 Exemplar juvenil de Colossoma macropomum (Tambaqui).

No decorrer de seu desenvolvimento, o tambaqui sofre grandes variacdes
tanto no padréo de coloragédo, quanto na forma do corpo. E uma espécie endémica
gue ocorre naturalmente nas bacias dos rios Amazonas e Orinoco, sendo muito
comum em lagos de varzea (ARAUJO-LIMA & GOMES, 2005).

Quando exposto a ambientes hipdxicos, o tambaqui usa sua principal
adaptacao a esse tipo de estressor; tem a capacidade de expandir o labio inferior e 0
usa para captar a adgua da superficie, mais rica em oxigénio, e fazé-la passar por
suas branquias. Além disso, sofre varios ajustes fisiolégicos e metabdlicos para
aumentar a eficiéncia na transferéncia de oxigénio do ambiente para os tecidos (VAL
et al., 1998).

E uma espécie bastante apreciada por comunidades tradicionais na Amazonia
e tem sido explorado pela pesca comercial na Amazonia desde o século XIX. No
entanto, a producdo desta espécie pela pesca comercial tem sofrido consideravel
diminuicdo em toda a Amazobnia em virtude do grande esfor¢co de pesca investido
(BATISTA & PETRERE JR., 2003). Para suprir a demanda desta espécie, intensos
esforgos tém sido investidos para o cultivo em cativeiro (SANTOS et al., 2006).

Os peixes respondem de forma similar aos mamiferos em bioensaios, como
agueles que analisam a resposta bioquimica a agentes quimicos. As vantagens do
uso de peixes como organismos modelo incluem a facilidade com que essas
espécies podem ser mantidas em laboratério e expostos a agentes quimicos (SILVA
et al., 2003).
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O tambaqui é uma espécie de facil manuseio e manutencdo em laboratorio
desde que mantida sua temperatura ideal da agua. Os aspectos da sua fisiologia,
genética, bioquimica e ecologia ja foram descritos na literatura especializada
(SAINT-PAUL, 1988; VAL & ALMEIDA-VAL, 1995) e por ser uma espécie de grande
valor comercial e ter sido incorporada em criagbes experimentais e comerciais e a
deteccdo de agrotoxicos e seus efeitos sobre os organismos séo estudos
importantes, uma vez que eles podem indicar o impacto destes produtos sobre os
organismos vivos (CHAPADENSE et al. 2009).



34

3. OBJETIVOS
3.1.0Objetivo Geral

Determinar as reacdes metabdlicas do tambaqui (Colossoma macropomum)

quando exposto a concentragdes subletais do agrotoxico paration-metilica.

3.2.0bjetivos Especificos

Determinar a concentracdo letal (CLso-961s) dO inseticida paration-metilica para
tambaqui (Colossoma macropomum) em condigdes de piscicultura;

Avaliar a persisténcia do inseticida paration-metilica no periodo de 2 hs, 24
hs, 48 hs, 72 hs e 96 hs apdés a aplicacdo do agrotoxico na agua em
condicBes subletais, através de analises cromatografica;

Realizar um experimento de exposi¢cdo com os resultados obtidos do CLso-
96hs) € determinar se a exposicdo em condigbes subletais do inseticida
paration-metilica causa altera¢cdes metabdlicas de estresse no tambaqui;
Avaliar o efeito agudo da exposicao subletal do inseticida paration-metilica em
tambaqui (Colossoma macropomum) sobre a atividade da enzima glutationa
S-transferase (GST).
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4. MATERIAL E METODOS

Os alevinos de tambaqui foram obtidos da Estac&o de Piscicultura de Balbina
com 0,85 g e 1,5 cm, e transportados para um viveiro de 400 m? na Embrapa
Amazoénia Ocidental, abastecidos com agua de poc¢o artesiano. Os peixes foram
alimentados diariamente duas vezes ao dia até a saciedade aparente com ragao

extrusada contendo 34% de proteina bruta por 60 dias até atingir o tamanho ideal.

Os experimentos foram conduzidos na Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria — EMBRAPA (Figura 6).

A B &5\
Figura 6 Estacdo de Piscicultura da Embrapa — Campo Experimental (A) e (B).

4.1.Testes preliminares de toxicidade aguda (CLso. g6n) dO paration-metilica.
Os testes preliminares com paration-metilica foram realizados com a
utilizacao de cinco concentragcdes crescentes como tratamentos e um controle com
duas repeticoes.
Para a determinacéo da toxicidade aguda (CLso. g6n) dO paration-metilica para
tambaqui foram utilizados lotes homogéneos de peixes jovens com peso de
aproximadamente 25+ 3,9 g e 11 £ 0,7 cm (Figura 7).
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A Fir "
Figura 7 Biometria (A) e (B).

O periodo de aclimatacado foi de 10 dias em caixas de fibra de 2000 L, de
acordo com as recomendacdes do IBAMA (1987) e MURTY (1988). Neste periodo
os peixes foram alimentados com racdo comercial a 32% de proteina bruta.
Posteriormente, os peixes foram mantidos em jejum e transferidos para caixas de
fibra de 390 L e aclimatados novamente, por 48 horas, com sistema de aeracéo
continuo promovido por um aerador. A densidade foi de 10 peixes por caixa (1 g/
peixe. L) e o sistema utilizado foi o estatico, sem renovacéo de agua conforme as
diretrizes da OCDE para os ensaios de toxicidade aguda de produtos quimicos em
peixes (OCDE, 1992) e do protocolo estabelecido pelo ABNT para testes toxicidade
aguda em peixes (ABNT, 2004b). Este protocolo foi ligeiramente modificado de
acordo com as condi¢Oes especificas do ambiente de peixe amazodnico. Os peixes

que ndo sobreviveram ao periodo de aclimatacdo foram substituidos por novos,

antes do experimento (Figura 8).

A A B
Figura 8 Reservatérios de 390L para aclimatacao dos animais e

execucao do experimento (A) e (B).
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Os ensaios foram realizados no sistema de circulacdo de agua fechado
Embrapa sob temperatura ambiente, ou seja, conduzidos por 96 horas em sistema
estatico, sem substituicdo e sifonagem de agua durante o periodo de exposi¢cao dos
peixes. A 4gua utilizada nos testes foi da rede de abastecimento local, proveniente
de um poco artesiano. Antes de cada teste, para cada caixa, foram determinados os
dados de oxigénio dissolvido, pH, temperatura, dureza, alcalinidade e amoénia da
agua.

O monitoramento da qualidade de agua e a mortalidade dos peixes nas
caixas de agua foram registrados a cada 24 horas do experimento.

Foi feito um teste preliminar para verificar o tempo de permanéncia do
paration-metilica na dgua através da cromatografia gasosa (CG), pelo periodo de 2
hs, 24 hs, 48 hs, 72 hs e 96 hs e as amostras de 4gua foram coletadas em frascos
ambar de vidro previamente esterilizados e imediatamente congelados para
posterior analise.

Ocorreram trés ensaios, em que os animais foram expostos as concentracdes
de: 0; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 mg de paration-metilica/L de dgua (Experimento 1); O;
1,0; 1,4; 1,96; 2,74 e 3,84 de paration-metilica/L de agua (Experimento 2) e 0; 0,5;
0,70; 0,98; 1,37 e 1,92 de paration-metilica/L de agua (Experimento 3).

4.1.1. Condi¢Bes cromatogréaficas

A determinacdo do tempo de permanéncia do paration-metilica na agua foi
realizada no cromatografo a gas CG 3800 da Varian, com captura e detector de
elétrons (ECD), provido de coluna capilar 8944 (VF 5 ms: 30 m x 0,25 mm, 0,25 um),
com fase estacionaria de fenil (5%) e dimetilpolisiloxano (95%), no Laboratorio de
Pesquisas e Ensaios de Combustiveis — LAPEC da Universidade Federal do
Amazonas.

O gas transportador utilizado foi o nitrogénio 5.0 com presséao inicial de 80 psi
(kgf/cm?). A fibra de SPME a ser utilizada foi a PDMS (Polydimethylsiloxano, 100
pum) acoplada no Autosampler (8400) ambos da Supelco.

A técnica a ser seguida foi descrita por Capobiano e Cardeal (2005) e Doog &
Lido, (1997), para as amostras de agua:

e 16 ml da amostra de agua foi armazenada em um vial de headspace de 20

ml da marca Supelco tampado com septo de silicone linear,
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posteriormente ficou sob agitacdo no agitador de marca Quimis (Modelo:
Q261-12) em uma velocidade de 1300 RPM com uma barra magnética
(5x15: Stirbar) com a fibra exposta por aproximadamente 45 min.;

e Em seguida a fibra ficara exposta no cromatégrafo por aproximadamente

7.5 min de corrida (Figura 9).

Figura 9 Amostra sob agitacdo (A); Cromatografo a gas CG 3800 da Varian com
captura e detector de elétrons (ECD) e a fibora PDMS (Polydimethylsiloxano, 100 pm)
acoplada no Autosampler (8400) (B).

A quantificacdo das amostras foi realizada usando cinco niveis da curva de
calibragdo com os padrbes (1 pg/m, 0,5 pg/m, 0,1 pg/m, 0,05 pg/m e 0,01 pg/m),
cuja extracdo ocorreu utilizando a mesma técnica das amostras usando os picos das

areas dos agrotoxicos para serem medidos (Figura 10 e 11).
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Figura 10 Cromatogramas dos padrdes de 1 pug/m, 0,5 pg/m, 0,1 pug/m, 0,05 ug/m e 0,01

pg/m de paration-metilica.
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Figura 11 Curva analitica obtida para o paration-metilica.

O cromatografo a gas foi operado no modo splitless com 7.5 min de corrida
com a programacao da coluna acertada em 160 °C mantida por 1 min., depois
elevada para 190 °C a 25 °C/min., mantido por 2,7 min., depois elevado para 290 °C
a 25 °C/min e finalmente mantida por 8 minutos. A temperatura do injetor é de 250

°C e a do detector é de 300 °C.
O agrotéxico paration-metilica (99,9% de pureza) foi previamente pesado na

balanca analitica de marca Bel Engineering, com 0,025 g e completado com acetado

de etila em baldo de 50 ml.
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Solucéo estoque do pesticida foi preparada em acetato de etila e armazenada
em freezer a 4°C e usado posteriormente para preparacao dos padrées.

A preparacdo dos padrdes foi realizada a partir da solugdo estoque de
paration-metilica. As concentracdes dos padrbes trabalhadas serdo de 1 pg/m, 0,5
pg/m, 0,1 pg/m, 0,05 pg/m e 0,01 pg/m em agua destilada.

4.2.Experimento para avaliar as respostas metabdlicas do tambaqui em

condigOes subletais de paration-metilica

Para avaliacdo dos efeitos subletais da exposicdo do tambaqui ao inseticida
paration-metilica foi realizado um experimento de exposi¢cdo por um periodo de 96
horas, a partir dos resultados obtidos dos testes de toxicidade. Os peixes também
foram previamente aclimatados em caixas de fibra de 2.000 L por 10 dias, e
posteriormente distribuidos em 12 caixas de fibra de 390 L e aclimatados por mais 5
dias, com circulacdo fechada de agua e aeracdo constante. Foram utilizados 120
peixes (com 27,6 + 1,2 g e 10,8 + 0,4 cm) neste presente estudo, testando-se o
paration-metilica nas dosagens seguintes: 0; 0,5; 0,70; 0,98; 1,37 e 1,92 de paration-
metilica/L de agua, na qual o inseticida foi aplicado diretamente na agua, simulando
a ocorréncia acidental por derivacdo em viveiros de peixes.

Neste experimento foram utilizadas ferramentas para mensurar ou avaliar e,
principalmente, obter respostas dos efeitos de determinado agente estressor em

condicBes subletais sobre o tambaqui (Colossoma macropomum).

4.2.1. Coleta de sangue

Apobs o periodo de exposicédo por 96 horas as concentracdes subletais, foram
selecionados trés peixes de cada tratamento, e em seguida ocorreu a coleta de
sangue por puncdo caudal, utilizando-se seringas rinsadas em EDTA
(anticoagulante) diluido a 3%, numa quantidade minima de 1 ml. O sangue retirado
foi transferido para tubos de “eppendof’, mantendo-os sempre em gelo fundente.

Uma aliquota foi utilizada para determinacdes sangiliineas de hematdcrito,
hemoglobina e contagem de nimero de células vermelhas em camara de Neubauer.
Outra aliquota foi centrifugada para separagdo de plasma que foi utilizado em

andlises de glicose, amonia e ions (Na*, ClI e K").
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4.2.2. Parametros Hematoldgicos

4.2.2.1. Hematocrito (Hct)

A porcentagem de células vermelhas foi determinada pela técnica de
centrifugacdo do micro-hematoécrito (COLLIER, 1944). As amostras de sangue
foram colocadas em tubos de microhematocrito, que tiveram uma das extremidades
vedada com massa e, em seguida, centrifugados a 12.000 RPM por 3 minutos. A
leitura da porcentagem de sedimentacdo dos eritrocitos foi feita numa escala
padronizada e o0s resultados expressos em porcentagem (%) de células
sedimentadas.

Figure 12 (A) e (B) Determinag&o do hematdcrito (Hct).

4.2.2.2. Concentracdo de hemoglobina ([Hb])

A concentracdo de hemoglobina ([Hb]) foi determinada segundo o método da
cianometahemoglobina, descrito por Kampen & Zijlstra (1964). Para tanto, 10 uL de
sangue em 2 mL de solucdo de Drabkin (KCN 0,5 g; KH,PO4 1,4 g; K3[Fe(CN)g] 2,0
g; 1 L de agua destilada). ApOs agitacdo, os tubos permanece em repouso por 15
minutos para a efetivacdo da hemodlise. A densidade éptica foi determinada em 540
nm contra um branco contendo somente solu¢cdo Drabkin (DRABKIN, 1948) em
espectofotometria. Os valores da concentracdo de hemoglobina foram expressos em
g/dL, calculados por meio da seguinte equacao:

[Hb] (g/dL) = absorbancia (540 nm) x 0,146 x diluicdo da amostra
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Figura 13 Determinagéé da concentrac;é de h'emoglobina.

4.2.2.3. Contagem do numero de eritrocitos (RBC)

Para a contagem de eritrocitos foram diluidos 10 uL de sangue em 2 mL de
solucédo de formol-citrato (3,8 g de citrato de sédio; 2 mL de formol 40% e a agua
destilada 100 mL) na proporcao de 1:200 (v/v). Apds a homogeneizacédo, utilizando
10 pL das amostras, a contagem de células vermelhas circulantes (RBC) foi feita em
uma camara de Neubauer sob objetiva microscopica de 40 vezes. O numero total de
eritrécitos esta expresso em milhdes de células por milimetro ctbico (x 10%mm?) de
sangue (LIMA et al., 1969).

4.2.2.4. Determinagdo das constantes corpusculares
As constantes corpusculares, volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM) foram determinadas a partir dos valores correspondentes ao numero de
eritrocitos circulantes, ao hematocrito e a concentracdo de hemoglobina, de acordo
com as seguintes formulas estabelecidas por Brow (1976).
VCM (um?®) = Htx10/RBC
HCM (pg) = [Hb]x10/RBC
CHCM (%) = [Hb]/Htx100
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4.2.3. Parametros lonicos
4.2.3.1. Concentracido de Na*, Cl'e K™
A determinacgéo das concentracdes de sodio (Na*) e potassio (K*) plasmaticos
foram determinados em fotdmetro de chama (Digimed, modelo DM-61), calibrada
com solugdo padrdo (DMS-13 A), contendo 140 mEq de Na' e 5 mEq de K.
Amostras de plasma (10 pl) foram diluidas em agua deionizada (1:200).
Aliquotas menores do restante dos ensaios de Na* e K* foram submetidas

aos ensaios de cloreto através de método colorimétricos adaptado da Apha (1980).

4.2.4. Avaliacao de Estresse
4.2.4.1. Glicose
As concentracbes de glicose plasmética foram determinadas pelo método
glicose-oxidase (TRINDER, 1969), utlizando o kit comercial GLUCOSE
LIQUICOLOR® (que é um sistema enzimatico para determinacao de glicose no soro
ou plasma), com leitura de absorbancia a 500 nm. Os calculos da concentracdo de
glicose em mg/dL foram feitos pela seguinte férmula:

C=100 X Amostras (mg/dl-)
Astp

4.2.4.2. Amobnia

A ambnia foi determinada pelo método de Nessler. Amostras de plasma
(100ul) foram desproteinizadas em 1 mL de TCA a 20% (20 g de acido tricloro
acético solubilizado em 100 mL de agua destilada) e centrifugadas a 12.000 RPM
por 3 minutos. Aliquotas de sobrenadante foram submetidas aos ensaios
colorimétricos pela adicdo do reativo Nessler (Imbralab), com incubacdo a
temperatura ambiente por 20 minutos. Seguiu entdo a leitura de absorbancia a 420
nm, comparada com curva padrdo de concentragcdes conhecidas de NH4CI
(GENTZKOW & MASEN, 1942).

4.2.5. Atividade de glutationa S-transferase (GST)
4.2.5.1. Preparacdo da fracdo citosol (soluvel)

Os tambaquis foram sacrificados por ruptura da coluna vertebral com uma

faca de lamina serrilhada. Seus figados foram rapidamente retirados ap0s abertura
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ventral com tesoura, lavados em soro fisiolégico e imediatamente congelados em

nitrogénio liquido.

Figura 14 Sacrificio por secgcao medular (A) e Coleta do figado (B).

Para o preparo da fracdo soluvel (Figura 15), os figados foram descongelados
imediatamente antes do uso, secos em papel de filtro, pesados e processados
individualmente em homogeneizador tipo Potter-Elvehjem (POTTER, 1955) a 2.000
rpm por 2 min, a 4 °C, em solugédo tampéo fosfato de potassio 0,1 M, pH 7,0,
contendo 0,25 M de sacarose. Foram usados 4 mL de tamp&o para cada 1 g de
figado. O homogeneizado foi entdo centrifugado a 12.000 x g por 30 min a 4 °C. O
sobrenadante desta centrifugacéo foi submetido a 105.000 x g por 90 min a 4 °C. O
novo sobrenadante, que chamamos fracdo soluvel celular (citosol) foi guardado no

congelador a -20 °C até o momento do uso.

Homogeneizado

Centrifugar
12.000 x g/ 30 min

Deposito 1
Centrifugar

105.000 x g/ 90 min
Sobrenadante 2 Deposito 2
Fragao Soluvel Microssoma

Figura 15 Esquema do preparo da fracéo solavel.

Sobrenadante 1

Descartado
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4.2.5.2. Determinacéo de proteinas
A gquantidade de proteinas totais presente na fracdo soluvel foi determinada
pelo método de Peterson (PETERSON, 1977), que € uma simplificacdo do método
de Lowry (LOWRY et al., 1951), usando o reativo de Folin-Ciocalteau. A

soroalbumina bovina foi utilizada como proteina de referéncia.

4.2.5.3. Determinacao das atividades de GST

Monitoramos espectrofotometricamente as concentracdes dos conjugados de
CDNB e GSH (atividade geral, com CDNB) a medida que apareciam no meio de
reacdo. Para a medida da atividade adicionou-se ao meio reacional 3 pg de proteina
da fracao citosdlica, 2 mM de cloro-dinitrobenzeno (CDNB) em etanol a 4% e 5 mM
de glutationa reduzida (GSH) em 0,1 M de tampéo fosfato de potassio, pH 6,0. O
aparecimento do conjugado foi continuadamente registrado por 3 min a 340 nm em
um espectrofotbmetro Shimadzu UV-160A. Para célculo da concentracdo de produto
formado foi utilizado o coeficiente de absortividade para o CDNB de 9,6 mM™ cm™
(HABIG e col., 1974).

4.3.Analise estatistica

Os resultados obtidos foram expressos como média e desvio padrdo. O
método de Probit (FINNEY, 1971) foi usado para o calculo dos valores da CLsg € dos
respectivos intervalos de confianca 95% (IC-95%). O programa ToxRatPro® Version
2.07 foi utilizado para execucado das andlises de Probit e construcdo das curvas de
dose-resposta.

Para testar a igualdade entre os tratamentos utilizaram-se os procedimentos
de Andlise de Variancias. Os pressupostos de normalidade de distribuicdo e
homogeneidade de variancias foram verificados através dos testes de Shapiro-Wilk
e Levene, respectivamente. Nos casos em que foram aceitos ambos o0s
pressupostos utilizou-se da ANOVA de Fisher e nos demais procedeu-se ANOVA de
Kruskal-Wallis. O teste pos-hoc foi realizado pelo método de Tukey para
comparacdo multipla de médias. Em todos os testes foi adotado o nivel de
significancia de 5% (a = 0,05).

Os parametros testados provenientes dos animais expostos as concentracdes
subletais de paration-metilica foram hemoglobina, hematdcrito, eritrocito (RBC),

Volume Corpuscular Médio (VCM), Hemoglobina Corpuscular Média (HCM),
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Concentracdo Hematoldgica Corpuscular Média (CHCM), glicose, amdnia, cloreto,
sbdio e potassio no sangue. Toda a analise estatistica foi realizada com auxilio do
software estatistico R (R Development Core Team, 2010). As estruturas graficas
foram elaboradas através da biblioteca Lattice, implementada no R (SARKAR,
2008).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Um dos propdsitos deste trabalho foi gerar dados de toxicidade inicial para
avaliar o efeito do inseticida paration-metilica na piscicultura amaz6nica. Espécies
como Colossoma macropomum, o tambaqui, foram usados como espécie-alvo para
estudar que efeitos toxicos em condicdes subletais o agrotoxico pode causar sobre o
seu metabolismo.

Em relacdo a enorme diversidade de espécies e o0s tipos de agua que
constituem o ecossistema amazonico, a escolha do Colossoma macropomum se
deu devido a espécie ser a mais trabalhada no ramo da piscicultura no estado do
Amazonas.

Portanto, nesse estudo inicial, adaptamos as diretrizes internacionalmente
aceitas para testes com pesticidas em condicdes aproximadas da realidade para
aguas utilizadas na piscicultura, verificando o tempo de exposi¢cdo dos pesticidas e
os efeitos ambientais sobre as variaveis de qualidade de 4gua e as condi¢cbes de

estresse do animal.

5.1.Concentracgéo letal aguda (CLsg.96n) do paration-metilica

Para a determinacdo da CLso no experimento 1, os exemplares de Colossoma
macropomum foram expostos a 0, 1,00, 2,00, 3,00, 4,00 e 5,00 mg de paration-
metilica/L de &gua por 96 horas obtendo valores de 50 e 100% de mortalidade.

De acordo com as mortalidades obtidas em cada uma das concentragdes de
paration-metilica, o valor da CLsp-96 horas no experimento 1 estimado pelo
programa computacional ToxRatPro® foi de 1,456 mg de paration-metilica/L (Figura
16). Esta figura mostra além da CLs0-96 horas, os valores da CLsg para os periodos
de 24, 48 e 72 horas também determinados por este programa, 0 que permitiu a

observacéo de que em 48 horas é possivel se obter um resultado.
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Figura 16 Curva da concentracdo-resposta obtidas a partir do testes de toxicidade efetuados com o
paration-metilica para o tambaqui (Colossoma macropomum), por meio de analise do Probit, ap6s 96

horas.

Tabela 1 Resultados da analise Probit do experimento 1: concentra¢cBes eficazes do

ensaio e os intervalos de confianca 95% e 99%.

Parametros EC 10 EC 20 EC 30 EC 50 EC 70 EC 90
Valor 1,019 1,152 1,259 1,456 1,684 2,081
Abaixo de 95% - CL 1,507 0,892 1,005 1,209 1,423 1,715
Acima de 95% - CL 3,176 1,489 1,578 1,754 1,993 2,525
Abaixo de 99% - CL 1,340 0,823 0,936 1,140 1,350 1,614
Acima de 99% - CL 3,571 1,614 1,693 1,859 2,101 2,683

Neste experimento realizado para determinar a Clspgs horas do paration-

metilica para Colossoma macropomum em concentragdes foram de 4,0 e 5,0 mg/L

observou-se a mortalidade de todos os individuos expostos no periodo de 24 horas.

Nas primeiras 2 horas, os individuos expostos a estas condi¢cdes apresentaram

producdo excessiva de muco, expanséao do labio inferior e natacao erratica.

As variaveis fisico-quimicas (temperatura, pH e oxigénio dissolvido) da agua

foram analisadas diariamente no periodo experimental e outras variaveis como

dureza, alcalinidade e amoénia foram analisadas apds a adi¢cdo do paration-metilica

na agua.
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Os valores de oxigénio dissolvido, pH, temperatura e aménia na agua (Tabela
2) mantiveram-se dentro dos limites aceitaveis para a sobrevivéncia dos peixes
(Resolugcdo Conama 357/05), sem variacGes significativas, evitando, assim as

mortalidades causadas por mudancas severas destes parametros.

Tabela 2 Condi¢cdes das variaveis de qualidade de agua utilizada durante o experimento 1 na

determinacéo da ClLgy.9s horas do paration-metilica.

Concentracéao Oxigénio dissolvido pH Temperatura
(mg/L) (mg/L) (°C)
Parationa-metilica Controle 6,7 + 0,05 7,3+0,04 28,0+ 0,10
1,00 6,6 £0,01 7,2+0,03 27,9+0,15
2,00 6,9+0,15 7,4 +0,05 27,9+0,10
3,00 6,7+0,10 7,3+0,11 27,9+ 0,20
4,00 6,8+0,14 7,2+0,18 27,9+0,38
5,00 6,8+ 0,07 7,3+0,15 27,9+0,21
Concentracéo Dureza Alcalinidade Aménia
(mg/L) (mg CaCO4/L) (mg CaCO4/L) (mg/L™
Controle 22,3+1,00 7,2+0,55 2,8+0,61
1,00 21,5+0,50 6,6 + 0,00 2,5+ 0,06
2,00 22,4+ 0,50 6,6 +1,10 2,6 +0,08
3,00 22,4 +0,58 7,3+1,68 2,6+0,81
4,00 22,3+0,58 7,0+0,64 2,4+0,16
5,00 225+1,16 6,2+1,68 2,1+0,65

A alcalinidade total indica a presenca de sais minerais e/ou outros minerais
dissolvidos e para as aguas de piscicultura, de acordo com Sipauba Tavares (1994),
a alcalinidade recomendada para o cultivo em viveiros deve estar acima de 20 mg. L
! e o ideal entre 200 a 300 mg.L™?, pois um bom aporte de carbonato de célcio
mantém o equilibrio entre bicarbonatos (HCO3) e gas carbbnico livre (COy),
mitigando as variacdes de pH. Aguas com alcalinidade total inferior a 20 mg de
CaCOgs/L apresentam reduzido poder tampdo e podem apresentar significativas
flutuacdes diarias nos valores de pH em funcdo dos processos fotossintético e
respiratorio nos sistemas aquaculturais.

A dureza total representa a concentracéo de ions metalicos, principalmente os
fons célcio (Ca®") e magnésio (Mg®") presentes na agua. A dureza total da agua é
expressa em equivalentes de CaCO3; (mg de CaCOs/L). Em &guas naturais, os
valores de dureza total geralmente se equiparam a alcalinidade total, ou seja, Ca** e
Mg**, praticamente se encontram associados aos fons bicarbonatos e carbonatos.
No entanto, existem aguas de alta alcalinidade e baixa dureza, nas quais partes dos

fons bicarbonatos e carbonatos estdo associados aos ions Na' e K" ao invés de
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Ca?" e Mg®" Em &guas onde a dureza supera a alcalinidade, parte dos fons Ca** e
Mg> se encontram associados a sulfatos, nitratos, cloretos e silicatos
(CASTAGNOLLI, 1992). Os resultados nao apresentaram alteracfes que pudessem
interferir nos resultados obtidos durante o periodo de bioensaio.

Baseado nos testes do Experimento 1, em que o valor da CLso.g6 horas €Stimado
pelo programa computacional ToxRatPro® foi de 1,456 mg de paration-metilica/L, no
Experimento 2 os exemplares de Colossoma macropomum foram expostos a O,
1,00, 1,40, 1,96, 2,74 e 3,84 mg de paration-metilica/L de agua por 96 horas obtendo
valores de 0, 50 e 100% de mortalidade.

De acordo com as mortalidades obtidas em cada uma das concentracdes de
paration-metilica, o valor da CLsp.9s horas no experimento 2 estimado pelo programa
computacional ToxRatPro® foi de 2,317 mg de paration-metilica/L (Figura 17). Esta
figura mostra além da CLsg.g6 horas, os valores da CLsg para os periodos de 24, 48 e
72 horas também determinados por este programa, o que permitiu mostrar que em

48 horas ocorreu 100% de mortalidade na ultima concentracao.
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Figura 17 Curva da concentracdo-resposta obtidas a partir dos testes de toxicidade efetuados com o

paration-metilica para o tambaqui (Colossoma macropomum), por meio de analise do Probit, apés 96
horas.
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Tabela 3 Resultados da analise Probit do experimento 1: concentracBes eficazes do
ensaio e os intervalos de confianca 95% e 99%.

Parametros EC 10 EC 20 EC 30 EC 50 EC 70 EC 90
Valor 2,188 2,231 2,264 2,317 2,373 2,455
Abaixo de 95% - CL 1,507 1,555 1,586 1,629 1,662 1,691
Acima de 95% - CL 3,176 3,203 3,231 3,297 3,387 3,564
Abaixo de 99% - CL 1,340 1,388 1,418 1,458 1,486 1,504
Acima de 99% - CL 3,571 3,588 3,614 3,683 3,788 4,007

Durante todos os tratamentos foram anotados os valores das varidveis fisico-
quimicas de qualidade de &gua de cada tratamento, que ndo apresentaram
variagoes significativas (Tabela 4), com exce¢do a amonia, que seus valores no
Experimento 2 foram menores em relacdo ao Experimento 1, mais ainda assim nao
corresponderam os padrbes de qualidade estabelecidos pela Resolugcdo Conama
357/05.

Tabela 4 Condi¢des das varidveis de qualidade de &gua utilizada durante o experimento 2 na
determinacéo da ClLgg o5 horas do paration-metilica.

Concentracéao Oxigénio dissolvido pH Temperatura
(mgiL) (mg/L) (°C)
Parationa-metilica Controle 6,9 0,81 7,3+0,04 27,2 £ 0,66
1,00 6,6 £ 0,57 6,9+0,03 27,3+0,99
1,40 6,9+0,36 6,8 £ 0,05 28,0+0,42
1,96 6,3 +£0,97 7,0+£0,11 28,1 +0,22
2,74 6,7 £ 0,99 7,2+0,18 27,2 +0,10
3,84 6,7 £ 0,07 7,2+0,10 27,2+0,14
Concentracéo Dureza Alcalinidade Amoénia
(mg/L) (mg CaCO4/L) (mg CaCO4/L) (mg/L™)
Controle 22,3+1,00 7,7+0,52 1,6 £0,10
1,00 23,4 +£0,60 6,6 £ 0,10 1,7+£0,12
1,40 23,4+ 0,50 6,5+ 0,30 1,2+0,05
1,96 23,6 £ 0,47 7,6 £0,48 1,2+0,04
2,74 23,1+ 047 7,1+0,54 1,7+0,12
3,84 23,6 £1,00 6,6 £ 0,32 1,7+0,10

Baseado nos testes do Experimento 1 e 2, em que o valor da CLsp-96 horas
estimado pelo programa computacional ToxRatPro® foi de 1,456 mg e 2,317 mg de

paration-metilica/L, no Experimento 3 os exemplares de Colossoma macropomum
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foram expostos a 0, 0,5, 0,70, 0,98, 1,37 e 1,92 mg de paration-metilica/L de 4gua
por 96 horas nas mesmas condicbes dos primeiros, compreendendo as faixas
abaixo de 2,000 mg de paration-metilica/L de agua, obtendo valores de 0,50 e 100%
de mortalidade, respectivamente.

As concentragdes de todos os tratamentos em todos os experimentos foram
escolhidas com base nos resultados de uma faixa de concentracdo calculada
aplicando um fator de espagamento = 2,2 entre as concentragdes (OECD, 1992b).

Durante todos os tratamentos foram anotados os valores dos parametros de
qualidade de agua de cada tratamento, que nao apresentaram variacdes

significativas (Tabela 5).

Tabela 5 Condi¢des das variaveis de qualidade de agua utilizada durante o experimento 3 em que 0
parationa-metilica foi exposto em concentracdes subletais.

Concentragéo Oxigénio dissolvido pH Temperatura
(mg/L) (mg/L) (°C)
Parationa-metilica Controle 6,7 £0,04 6,3 + 0,05 27,1+£0,99
0,50 6,7 £ 0,45 6,9+0,01 27,2+0,70
0,70 6,8 +0,31 6,8 £ 0,10 27,6 £ 0,32
0,98 6,5+ 0,02 6,0 £0,23 28,0+0,10
1,37 6,6 £ 0,79 6,2 £ 0,56 27,2+0,10
1,92 6,6 £ 0,03 6,2+0,97 27,2+0,05
Concentracéao Dureza Alcalinidade Aménia
(mg/L) (mg CaCOg4/L) (mg CaCO4/L) (mg/L™
Controle 22,5+ 0,60 6,5+0,03 1,4 +0,99
0,50 22,4+0,78 6,6 £0,12 1,8+0,79
0,70 22,6 £0,43 6,6 £ 0,05 1,7+ 0,65
0,98 229+0,45 6,6 £ 0,37 1,3+0,03
1,37 22,6 £ 0,07 6,8 £0,27 1,5+0,02
1,92 23,4+ 0,99 6,8 £ 0,23 1,8+ 0,08

Nao foram observadas mortalidades no grupo controle e exposto ao paration-

metilica, revelando a resisténcia dos exemplares de Colossoma macropomum as
concentracOes trabalhadas consideradas entdo como concentracdes subletais, ou
seja, dose do paration-metilica que € mais proxima da dose que leva a morte.

Ao longo de todos 0s ensaios, a agua temperatura média da agua de 27,6 +
0.4 °C, pH variaram de 6,0 a 7,4, os de oxigénio dissolvido variaram de 6,3 a 6,9 mg
L™, a dureza foi de 22,7 + 0,6 mg CaCO4/L e alcalinidade de 6,7 + 0,4 mg CaCOs4/L,



52

respectivamente. Com excecdo da aménia, que variou de 1,2 a 2,8 mg/L™, todos os
valores estavam dentro dos limites aceitaveis para a cultura de peixe como relatado
anteriormente (BOYD, 1982).

A dureza total da 4gua podem variar entre 10 e 250 mg por litro CaCO03, e 0s
valores pH entre 6,0 e 8.5 sao preferiveis (OECD, 1992b).

O paration-metilica, mesmo na maior concentracado utilizada, ndo alterou os
parametros de qualidade da agua. Natacdo letargica na superficie da agua e
natagdo erratica (natagdo, principalmente vertical) foram as principais mudancas
comportamentais observadas em todo o Experimento 1, principalmente nos
tratamentos com maiores concentracdes do paration-metilica, verificou-se que a
porcentagem de mortalidade dos peixes causada pelo paration-metilica aumentou a
medida que as doses dos inseticidas também aumentaram.

O uso de pesticidas em ambientes aquaticos é freqliente no Brasil e o
paration-metilica ¢ muito usado em aquicultura, principalmente no controle de
parasitos (ALMEIDA et al., 2005). Para Cruz (2008), o paration-metilica apresentou
maior eficacia de controle do Monogenea Dactylogyridae que o Extrato Aquoso de
Folhas Secas de Nim em pacus, sendo eficiente no tratamento com 7 mg/L nos
tempos de 16 e 24 horas de exposicdo, com 96,2 e 97,0% de controle.

O paration-metilica [O, O-Dimethyl O-4-(nitrophenyl phosphorothioate)] é um
inseticida e acaricida com acéo de contato e ingestdo, contendo em sua formulagéao
600 g/l de paration-metilica, que, em funcdo de suas Otimas caracteristicas
inseticidas, € um dos mais usados no mundo, altamente téxico (ANVISA, 2003). Sua
formulacdo mais conhecida e o Mentox® 600 CE, Folisuper® 600 BR, Folidol® 600 e
Bravik® 600 CE. E um inseticida organofosforado inibidor da acetilcolinesterase
muito usado no controle de parasitos em peixes (AGUIAR et al., 2004).

Os efeitos subletais de intoxicagdo mais comumente observados em peixes
sao alteragbes comportamentais, principalmente as que estdo relacionadas ao
padrdo de natacdo (AGUIAR et al., 2004), da grande demanda energética para
suportar os processos de desintoxicacdo e reparos (RAO & RAO, 1981; HEATH,
1995) e/ou da diminuicdo da atividade metabdlica em resposta ao agente estressor
(WENDELAAR-BONGA, 1997).

Os valores a CLsg.gsn Calculados do paration-metilica em pacu aproxima-se de
3,97 mg/L para os alevinos e de 9,89 mg/L para os juvenis (CRUZ et.al., 2004), em



53

agua mole foi de 4,06 mg/L e em agua de represa foi de 5,15 mg/L (MATAQUEIRO,
2002).

Por outro lado, os valores de Clsg.gsn Ora calculados para o pacu foram
inferiores aos 5,22 mg de paration-metilica para Micropterus salmoides e 8,9 mg/L
para Pimephales promelas (POST, 1987) e de 10,0 mg/L para Heteropneustes
fossilis (JAMES & SAMPATH, 1994).

Resultados obtidos de CLsp24n = 0,64 ppm (ICg54=10,30 - 10,96 ppm) de
paration-metilica, foram encontrados em laboratério e determinado para Poecilia
reticulata (Pisces Poecilidae) observando as alteracbes comportamentais dos
peixes em agua contaminada e acompanhando as alteracdes fisico-quimicas do
meio (FAVERO et. al., 2005).

Artero (2008) definiu o Dicrossus filamentosus como a espécie mais sensivel,
seguido de Corydoras pygmaeaus e Colossoma macropomum. Os valores de CLso.
o6h Variaram de 2,9 a 7,3 mg/L para espécies de peixes da Amazonia.

Portanto, esperava-se que seria necessario aumento na concentracdo do
paration-metilica na 4gua para se obter a CLso.96ns d0S animais com peso entre 50 e
70 g. Por outro lado, BURRIDGE et al. (1999) verificaram que a larva de lagosta
(Homarus americanus) € mais tolerante ao azametifds, com CL s50.48ns de 3,57 mg/L,
enquanto que para o adulto foi de 1,39 mg/L. Porém, o P. mesopotamicus com peso
entre 1 e 2 g, considerado alevino, foi mais sensivel ao paration-metilica do que os
animais com peso entre 50 e 70 g (SANTOS, 2007).

5.2.Consideracdes analiticas para quantificacdo de paration-metilica

O método analitico para quantificacdo de paration-metilica desenvolvido neste
estudo baseou-se na premissa da necessidade de se verificar o tempo de
permanéncia do agrotéxico na agua, jA que 0 mesmo possui um tempo de
degradacéo (meia-vida).

Analisando a Figura 18, verifica-se que 0s parametros cromatograficos
utilizados para quantificacdo do parationa-metilica nos extratos das amostras de
agua, nos periodos de tempo em que se realizaram os testes, indicam a presenca

de paration-metilica em todos os tempos, exceto no controle.
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Figure 18 Quantificagcdo do paration-metilica nos extratos das amostras de agua.

O paration-metilica pode sofrer degradacdo oxidativa, para o metil menos
estavel paraoxon, na presenca de radiacdo ultravioleta (UV) ou luz solar; filmes
pulverizado degradam sob radiacdo UV com uma meia-vida de cerca de 40 horas.
No entanto, a contribuicdo da fotllise para a perda total em um sistema aquatico foi
estimada em apenas 4%. Hidrélise do paration-metilica também ocorre, e mais
rapida sob condicdes alcalinas (IPCS, 1992).

O conhecimento da meia-vida dos agrotdéxicos € importante para prever seu
impacto potencial no ambiente. Se um produto € muito téxico, mas tem curta meia-
vida, ele tem baixo potencial de causar impacto no ambiente porque sua degradacéo
sera rapida e pode ser influenciada por muitos fatores relacionados as condi¢cdes
ambientais, tais como: solo, clima (temperatura, umidade, luz solar) e atividade
biologica (BARRIGOSSI et al., 2005). Sua degradacéo nesses ambientes depende
de diversas variaveis naturais, tais como: as caracteristicas fisico-quimicas e
bioldgicas da agua (quantidade e “tipo” da matéria orgéanica dissolvida, pH, presenca
de algumas espécies oxidantes e de microorganismos, entre outros) além das
caracteristicas climaticas da regido (temperatura e intensidade da radiacdo solar,
entre outros) (ARAUJO, 2006). Com base nas caracteristicas fisico-quimicas dos
compostos € possivel prever de maneira geral como o agrotoxico ird se comportar
no ambiente (BARRIGOSSI et al., 2005).
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Segundo Araujo (2006), a radiacdo solar € um fator importante para a
decomposicdo do paration-metilica em ambientes aquaticos, principalmente quando
associado a presenca da matéria organica dissolvida, pois em amostras com agua
ultra-pura expostas diretamente a radiag&o solar, houve um tempo de meia-vida de
16 dias. Experimentos realizados com agua de lagoa mostraram que sob irradiacéo
solar, a degradacdo do paration-metilica € de primeira ordem e mais rapida. Os
tempos de meia-vida obtidos para o paration-metilica nas amostras expostas
diretamente a radiacdo solar e né&o irradiadas foram de 4,41 e 6,48 dias,
respectivamente. Experimentos realizados sem irradiagdo mostraram que o0
processo de hidrélise é responsavel pela degradacdo de 32% do PM na agua da
lagoa esterilizada. O tempo de meia-vida estimado para o paration-metilica nessas
amostras foi de 24 dias, mostrando a importancia do processo de biodegradacao e
fotdlise na degradacdo do pesticida. Foi detectada nas amostras expostas a
radiacdo solar, a conversao do paration-metilica em paraoxon-metilica, um produto
de degradacao mais téxico que o composto original. Enfim, se por um lado a fotdlise
diminui o tempo de meia-vida do paration-metilica, por outro, leva a formacédo de um

composto mais toxico, o que pode ser prejudicial ao ecossistema.

5.3.Efeitos das concentracbes subletais do paration-metilica sobre o
metabolismo do Colossoma macropomum
N&o houve mortalidade no grupo controle e exposto ao paration-metilica. A
diminuicdo do desempenho natatoério foi observada em todos os animais expostos
ao paration-metilica, os quais permaneceram imdéveis nas caixas, distantes um dos
outros e nao apresentavam resposta a proximidade (ndo apresentavam resisténcia
na coleta). Apés o periodo de 96 horas do Experimento 3, foram escolhidos 3
individuos de cada tratamento, totalizando 36 individuos, onde foram realizadas
puncdes caudais dos individuos. O sangue foi coletado por punc¢do caudal, numa
quantidade minima de 1 ml. Os peixes utilizados nas pung¢des sanguineas foram
sacrificados e submetidos a coleta de material bioldgico para analise da atividade da

enzima glutationa S-transferase.

5.3.1. Parametros hematolégicos
A tabela 7 mostra os valores meédios e desvio padrdo das variaveis

hematoldgicas dos grupos controle e expostas as concentracdes subletais de
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paration-metilica (0, 0,5, 0,70, 0,98, 1,37 e 1,92 mg de paration-metilica/L por 96

horas).

Tabela 6 Valores médios e desvio padrédo das variaveis hematolégicas de Colossoma macropomum
(n=3 cada grupo) dos grupos controle e expostos as concentragdes subletais de paration-metilica
durante 96 horas.

Concentracdo do paration-metilica (mg/L)
Controle 0,50 0,70 0,98 1,37 1,92 p

Hemoglobina 8,00+0,34°  8,24+0,20° 7,74+0,18° 7,48+0,18" 8,36+0,10® 10,40+0,78* 0,0197

Hematécrito  29,17+3,30% 21,84+3,77% 27,34+0,47% 24,25+2,23% 24,33+1,41% 26,08+1,06° 0,1579

Eritrécito 1,39+0,05" 1,90+0,01° 3,29+0,18" 2,20+0,00°° 2,55+0,13 2,72+0,37* 0,0001
VCM 221,37+17,64% 90,87+8,51° 69,78+0,38° 102,01+7,10° 89,64+0,59° 156,62+1,63° 0,0001
HCM 58,41+4,55° 48,99+4,13% 20,89+1,63° 29,10+4,85° 35,79+3,71° 52,74+8,09%° 0,0015
CHCM 26,34+0,04° 51,58+10,26° 28,08+0,14° 30,04+5,27° 37,75+1,78™ 42,06+1,38™ 0,0116

* Valores sdo médias + DP. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os
tratamentos.

Os valores de hemoglobina observados nos exemplares de Colossoma
macropomum apresentaram diferencgas significativas entre os tratamentos (p<0,05),
e 0 mesmo foi observado para os valores de eritrécitos (RBC) (p< 0,05), em face do
valor médio de 2,34 eritrécitos/mm®. A Hemoglobina apresentou valores mais
elevados no grupo que recebeu a maior dosagem de paration-metilica e os
eritrocitos mostraram-se mais elevados nos grupos que receberam 0,70, 0,98 e 1,37
mg de paration-metilica/L. Ndo houve diferenca estatistica na percentagem de
hematdcritos (Ht) em nenhum tratamento, tendo como média 25,5 + 2,6 e amplitude
de variacdo de 14,0 — 32,5% de eritrocitos no sangue (p>0,05) (Ver figura 19).

Os indices hematimétricos VCM, HCM, e CHCM revelaram diferenca
estatistica entre os tratamentos (p<0,05). O VCM apresentou-se mais elevado no
grupo controle e no grupo que recebeu a maior dosagem de agrotoxico. O HCM
apresentou maiores valores no grupo controle e nos grupos que receberam 0,50 e
1,92 mg/L de paration-metilica. CHCM apresentaram valores mais elevados no

grupo que recebeu a menor dosagem de agrotéxico (Ver figura 20).
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Figura 19 (A) Concentragdo de Hemoglobina ([Hb]); (B) Hematdcrito (Ht); (C) Nimero de Eritrécitos
(RBC) no sangue de exemplares de Colossoma macropomum (n=3 cada grupo) do grupo controle e
expostos a concentragfes subletais de paration-metilica no periodo de 96 horas. Letras diferentes
indicam diferencgas significativas (p<0,05) entre os tratamentos.
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Figura 20 (A) Volume Corpuscular Médio (VCM); (B) Hemoglobina Corpuscular Média (HCM); (C)
Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM) no sangue de exemplares de Colossoma
macropomum do grupo controle e expostos a concentracdes subletais de paration-metilica no periodo
de 96 horas. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os tratamentos.
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A exposi¢cdo a poluentes quimicos pode induzir alteracdes (aumento ou
decréscimo) nos parametros hematoldgicos (MARTINEZ & COLUS, 2002). A
auséncia de mortalidade de C. macropomum durante a exposi¢cdo ao paration-
metilica confirma que as concentracdes trabalhadas foram subletais para a mesma.
Barreto (2006), afirma que para o Brycon amazonicus valores das variaveis
hematoldgicas dos animais expostos a 2ppm de paration-metilica durante 96 horas
foram ligeiramente altos do que no grupo controle, porém o aumento ndo foi
estatisticamente significativo (p>0,05), ndo havendo alteragbes nas varidveis
sanguineas nem nos indices hematimétricos, sendo a concentragdo total de
hemoglobina foi de 9,81 + 1,34g/dL, o numero de eritrécitos (RBC) foi de 2,59 + 0,15
x10° células por mm?* e o hematdcrito correspondeu 39,42 + 2,4%,

Aguiar et al., (2000) estudaram os efeitos das concentracdes de paration-
metilica (0,5; 1,0; 2,0; 5,0 e 7,0 mg/L) sobre Brycon amazonicus com 4 horas de
reposicao. Verificaram que os parametros hematolégicos foram relacionados a
resposta de estresse, com elevacfes dos valores de hematdcrito e hemoglobina nas
menores concentracbes (0,5 e 1,0). De acordo Heath (1995), esta resposta
provavelmente ocorre devido a danos tecidos branquiais, produzindo hipéxia interna
e estimulo da eritropoiese.

Testes foram realizados para uma estimativa da concentracdo letal média
(CLsp) do Roundup® para tambaqui nas seguintes concentragdes: zero, 60, 70, 80,
90 e 120 mg/L, mantendo-se as densidades de estocagem abaixo de 1,5 g/L,
estatisticamente, os resultados mostraram que o0s niveis de hemoglobina nédo
apresentaram valores diferentes dos niveis do grupo controle, mostrando valores
meédios de 6,46 £ 0,95 g% em peixes ndo estressados. Nao houve variacéo
significativa na percentagem de hematocrito (Ht) em nenhum tratamento, tendo
como média 23 + 2,63. O numero de eritrécitos (RBC) ndo expressou valores
significativamente diferentes durante o experimento, apresentando valor médio de
1,44 + 0,32 eritrécitos/mm®. Os indices hematimétricos VCM, HCM, e CHCM
também néo revelaram diferenca estatistica em relacéo aos peixes nao estressados
(PORTO, 2005).

Por sua vez, aumento significativo nos valores de Hb com 11,01 + 0,37g/dL foi
observado nos tambaquis expostos & concentracdo de 300 mg L™ de mebendazol
empregado no controle de monogendides, em concentracées de até 600 mg L™ apés

120 minutos. Essa variacao intra-especifica na hemoglobina também foi observada
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por Tavares-Dias & Mataqueiro (2004) em pacu (Piaractus mesopotamicus), em
decorréncia dos elevados valores do coeficiente de variagdo da hemoglobina,
normalmente registrados em peixes sob uma mesma condicdo ambiental. Apesar
dessa variacdo, relatada para hemoglobina, na concentracdo de 300 mg L™ de
mebendazol, os valores deste indicador e dos demais parametros hematolégicos
analisados foram similares aos verificados em tambaquis cultivados e outras 25
espécies de peixes da Bacia Amazo6nica (MARCON et al.,, 1999; CHAGAS et al.,
2003), em pacu do Pantanal (TAVARES-DIAS & MATAQUEIRO, 2004).

Ranzani-Paiva et al. (1999) encontrou valores Colossoma macropomum
semelhantes aos valores aqui apresentados, para individuos de 2 anos e 6 meses
os valores aqui apresentados, com excecdo do numero de eritrocitos que para 0s
animais deste trabalho foram superiores. As diferencas ocorridas entre os valores de
espécie, idade e local quanto a série vermelha podem ser interpretadas como
variacGes naturais e especificas.

A destruicdo de eritrécitos resulta em hipoxia que é uma causa comum de
lesbes e danos celulares podendo gerar mudancas comportamentais associados a
intoxicacao por praguicidas (CARNEIRO et al., 2007).

5.3.2. Parametros l6nicos

Conforme a Tabela 8, as concentragdes dos ions K*, Na* e CI" do plasma dos
exemplares de Colossoma macropomum do grupo controle e expostos as
concentracdes subletais de paration-metilica (0, 0,5, 0,70, 0,98, 1,37 e 1,92 mg de
paration-metilica/lL por 96 horas), observados ndo apresentaram diferencas
significativas entre os tratamentos (p>0,05). A concentracdo plasmatica de potassio
variou transitoriamente nos peixes expostos a 0,5, 0,70 e 0,98 mg de paration-
metilica/L por 96 horas, com um aumento da concentragdo plasmatica deste ion em
relacdo ao respectivo grupo controle. Para os ions sodio e cloreto, observou-se
igualmente uma reducdo transitoria da concentracdo plasmatica deste ion nos
peixes expostos ao paration-metilica durante 96h, em relagéo ao grupo controle (Ver
figura 21).
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Tabela 7 Valores médios e desvio padrdo dos parametros ibnicos do plasma do sangue de
Colossoma macropomum (n=3 cada grupo) dos grupos controle e expostos as concentracdes
subletais de paration-metilica durante 96 horas.

Concentragao do paration-metilica (mg/L)
Controle 0,50 0,70 0,98 1,37 1,92 P

Potassio [K]  139,44+2°  156,49+33% 153,07+11° 141,11+10° 136,41+22° 116,55t3° 0,3672

Sodio [Na"] ~ 157,78+2°  141,5435% 151,50:5° 147,21+2° 146,1434% 152,27+4° >0,050

Cloreto [CI] ~ 235,00£2,87 151,84+1,6% 173,50+19,1% 183,34+9,4% 205,00+49,5° 191,5¢2,1>° 0,089

* Valores sdo médias + DP. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os
tratamentos.
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Figura 21 (A) Potéassio [K"); (B) Sadio [Na']; (C) Cloreto [CI] plasmético no sangue de exemplares de
Colossoma macropomum do grupo controle e expostos a concentracdes subletais de paration-
metilica no periodo de 96 horas. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os
tratamentos.
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As reacgOes dos peixes em resposta a mudancas no ecossistema Ss&o
desencadeadas de forma que o individuo sempre busque o retorno da homeostase
através da fuga ou, caso essa nao seja possivel, por meio de ajustes e adaptacdes
fisiolégicas que demandam energia extra, cujas fontes séo diversas. O aumento da
circulacao dos peixes, associado ao aumento dos batimentos operculares resulta em
claras mudancas da capacidade de trocas através de difusbes nas branquias
(MOMMSEN et al., 1999). Alteracdes morfolégicas induzidas por xenobioticos nas
branquias dos peixes, em geral, correspondem a dois tipos de respostas: defesa
(respostas inflamatérias) e compensatéria (secrecdo de muco) (CERQUEIRA &
FERNANDES, 2002). A introducéo lenta e continua nas lamelas de uma substancia,
leva ao consequente aumento da permeabilidade do epitélio branquial, que
possibilita a perda de ions sodio e cloreto do sangue para 0 meio externo, no caso
de peixes de agua doce (CYRINO et al., 2004).

Forte desbalanco eletrolitico € evidenciado por teores plasmaticos alterados
de K*, Na" e CI. Significativo desbalanco da excrecdo nitrogenada dos peixes pode
ser também evidenciado pelo aumento de aménia plasmatica (MCDONALD &
MILLIAN,1997).

Esse balanco pode ser afetado pela acdo de um poluente em 6érgaos
envolvidos na osmorregulacdo, no sistema enddécrino, no metabolismo ou nos
processo de transporte ativo (MARTINEZ & COLUS, 2002).

Nesse trabalho, as concentracdes plasmaticas de cloreto foram similares as
anteriormente descritas para Prochilodus lineatus (LANGIANO, 2006). No grupo
exposto a 7,5 ppm de Roundup® por 24h houve uma diminuicdo da concentracdo de
Na® plasmatico, sem, contudo, ocorrer altera¢cdes na osmolaridade do plasma e na
concentracéo de cloreto (MARTINEZ & COLUS, 2002).

5.3.3. Avaliacao de Estresse

As concentracdes de glicose e ambnia do plasma nao apresentaram
elevacbes em resposta ao manuseio imposto aos peixes. Com relacdo ao paration-
metilica, o tambaqui ndo apresentou resposta glicEmica e da amonia plasmatica de
maneira adicional, ou seja, devido as condi¢des subletais as quais os peixes foram
submetidos por 96 horas, ndo apresentaram diferengcas significantes entre o0s
tratamentos (p>0,05), conforme mostra a Tabela 9, apresentaram-se semelhantes

entre todos os tratamentos (Figura 22).
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Tabela 8 Valores médios e desvio padrdo das concentracdes de glicose e amdnia plasmaticas de
Colossoma macropomum (n=3 cada grupo) dos grupos controle e expostos as concentracdes
subletais de paration-metilica durante 96 horas.

Concentracao do parationa-metilica (mg/L)
Controle 0,50 0,70 0,98 1,37 1,92 p

Glicose 93,61+17,1* 85,08+10,1° 90,48+0,2* 91,23+14,2* 86,41+17,1* 92,33+3,9% >0,050

Amonia 157,43+21,0% 142,30+34,8" 120,99+12,0° 133,00+2,5" 129,51+6,2° 137,65+2,3% 0,4858

* Valores sdo médias + DP. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os
tratamentos.
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Figura 22 (A) Niveis de Glicose e (B) Niveis de Amdnia no plasma de exemplares de Colossoma
macropomum do grupo controle e expostos a concentracdes subletais de paration-metilica no periodo
de 96 horas. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os tratamentos.
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A glicose plasmaética, que desempenha importante papel no metabolismo dos
peixes, € um dos indicadores mais utilizados, juntamente com o cortisol, para
diagnosticar a ocorréncia de estresse fisiolégico (WEDEMEYER et al., 1990).

E embora os resultados ndo tenham apresentado diferenca significativa entre
os tratamentos, e 0s tambaquis tenham apresentado certa toleréancia ao paration-
metilica em relacdo ao grupo controle, no presente estudo o parametro glicose
indicou presenca de estresse, pois segundo Porto (2005), tambaquis néo
estressados possuem valores de glicose em torno de 28,67+10,23 mg/dL, com uma
amplitude de variagédo de 13 — 45 mg/dL.

Essa situacdo indica que o estresse causado pela exposicdo subletal ao
paration-metilica ndo foi suficiente para ativar o metabolismo anaerobico. Esse
resultado condiz com os observados para os parametros hematoldgicos desses
individuos estudados.

Praticas de manejo podem ser agentes estressores agudos da piscicultura,
pois rompem o equilibrio dos animais com o ambiente (homeostase), iniciando o
estresse, que é o conjunto das reacBes metabodlicas em resposta a um ou mais
estimulos adversos do ambiente ou imposto pelo produtor rural com fins de
operacionalizacdo dos sistemas de producdo. O estresse, quando em intensidade e
duracdo excessiva, pode resultar em conseqiéncias indesejaveis no cultivo como a
manifestacdo de doencas em toda a populacdo e também na morte de animais
(IWAMA et al., 2004).

De acordo com Boyd (1996), o principal mecanismo de excrecdo da amonia &
através de fluxo passivo, onde a amdnia passa do sangue circulante, nos capilares
branquiais para a agua. Porém, quando os niveis de amodnia estdo altos, ocorre
troca dos ions aménio (NH4") por ions sodio, elevando a concentracdo de sodio e
mantendo constante a concentragcdo de aménia no sangue. Este fato ocorre sob
condicdes de pH entre 7 e 8. No caso da adi¢do de sal (cloreto de sédio) na agua,
aumenta a disponibilidade de sodio e pode favorecer a excrecao ativa de amoénia
(MOYLE & CECH, 1988).

5.3.4. Avaliacao da enzima glutationa-S-transferase (GST)

A GST e uma enzima de fase Il no metabolismo de detoxificacdo, ela e
responsavel pela ligacdo da glutationa a xenobidticos e seus metabdlitos (ALMAR et
al., 1998). De acordo com o0s nossos resultados, decorrentes da exposi¢do do
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tambaqui (Colossoma macropomum) a concentracdes subletais de paration-metilica
durante 96 horas, foi significativo para a atividade da GST entre os tratamentos (p<
0,0133), pois os tambaquis expostos acima de 0,70 mg/L de paration-metilica
mostram atividades pouco mais elevadas em relacdo ao grupo controle, conforme

mostra a Figura 23.
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Figura 23 Atividade geral das GST (Glutationa S-Transferase) com cloro-dinitrobenzeno (CDNB) no
figados de tambaqui Colossoma macropomum, expostos a concentragBes subletais de paration-
metilica no periodo de 96 horas. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os
tratamentos.

Resultado similar foi encontrado por Monteiro (2006), em que a exposi¢ao
Brycon amazonicus a 2 ppm da formulacdo comercial do PM (Folisuper 600 BR,
parationa-metilica 600 g.L-1) nas atividades de glutationa S-transferase (GST),
induziu um aumento significativo na atividade da GST em todos os tecidos de figado
alcancando a media de 120 + 0.01 nmol.min™. mg proteina™. E digno de nota que
em fracdo soluvel de figados de pacus adultos os valores de GST-CDNB
alcancaram a média de 0,6 £ 0,03 micromol/min/mg de proteinas da fracdo citosol
nos mesmos niveis das fragcdes citosol dos tambaquis utilizados neste trabalho. As
alteracdes no metabolismo do tecido hepatico pode estar associado a demanda de
energia para o metabolismo.

A glutationa atua direta e indiretamente em processos biolégicos como

mecanismos de protecdo celular (MEISTER et al., 1983). Problemas na sintese e
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metabolismo da glutationa estdo associados a algumas doengas, nas quais 0s niveis
desse tripeptideo e das enzimas que atuam no seu metabolismo podem ser bastante
significativos em doencas relacionadas ao estresse oxidativo (DENEKE &
FANBURG, 1989). Mudancas na concentracdo desses tripeptideo pode indicar
desordens fisioldgicas causadas pela administracdo de algumas drogas oxidantes
(HALL & MALIA, 1986).

Esses autores mostraram que a exposicdo a compostos xenobidticos induz a
expressao do gene cypla e aumenta a atividade da EROD em peixes, sugerindo o
uso desse sistema enzimatico como biomarcador em estudos de monitoramento de
poluicdo dos ambientes aquaticos. No entanto, estudos sobre 0s processos de
detoxificacdo (fase Il) sdo menos pronunciados que os da fase I, necessitando
assim, analise adicional acerca da utilizagdo da enzima glutationa S-transferases
(GST) como biomarcador de contaminacdo ambiental, o que complementara os

resultados observados nas reacdes da fase |I.



68

6. CONSIDERACOES FINAIS

Devido a complexidade do processo de degradacdo dos pesticidas em
ambientes aquaticos naturais, a estratégia utilizada no presente trabalho foi verificar
se em condicdes subletais, se o0 paration-metilica pode ser agressivo ao
metabolismo do tambaqui.

1. A aparéncia e o comportamento dos peixes contaminados por 96 horas
apresentaram-se sinais de ansiedade, movimentos descoordenados, respiracao
superficial e habitacdo no fundo das caixas d’agua, e alteragbes na atividade

natatoria;

2. A toxidade do paration-metilica apresentou-se menor (CLsg.gen de 1,456 mg/L e
2,317 mg/L) em comparagao ao encontrado por Artero (2008) cujos valores CLs.

o6h Variaram de 2,9 a 7,3 mg/L para espécies de peixes da Amazonia.

3. No teste realizado para verificacdo da persisténcia do paration-metilica, admite-
se que o proprio foi persistente na agua, sendo detectado durante todos os

periodos amostrados.

4. A exposicdo de Colossoma macropomum as concentracdes subletais de

paration-metilica causou distirbios nos parametros hematolégicos e ibnicos.

5. Apesar de todos os nocivos causados aos exemplares de Colossoma
macropomum expostos, as concentracdes subletais de paration-metilica néo

foram capazes de causar alteracdes sobre os niveis de glicose e amonia.

6. No nivel bioguimico observou-se a ativagdo das vias de biotransformacéo de
xenobidticos, constatado pelo aumento da atividade da GST. Esta enzima
desempenha um papel importante na detoxificacdo e eliminagcdo de compostos
eletrofilicos, incluindo agroquimicos.

Peixes em condigbes de estresse sofrem alteracbes dos parametros

respiratorios e cardiacos. Assim, é esperado que as taxas de passagem de agua e

sangue pelas branquias figuem alteradas, podendo dificultar a excrecdo de

compostos nitrogenados.
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