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Capitulo 1
CONSIDERACOES GERAIS



1. INTRODUCAO

Atualmente, o uso praticamente global de praguicidas, desde o “spray” doméstico
até as toneladas de produtos utilizados anualmente na agricultura e na pecuéria,
constitui problema de impacto ambiental e de saude publica e animal.

Os praguicidas estao presentes em muitos ambientes e, no meio rural, € comum
que parte da quantidade utilizada para fins diversos, atinja as aguas de pequenos
regatos, lagos e rios. Os seus efeitos sobre a vida aquatica podem ser devastadores,
causando intoxicagdes macicas ou insidiosas, pois podem permanecer na natureza
durante longo tempo, e por isso sao muito perigosos para a saude publica. Os
praguicidas ou defensivos agricolas ou agrotdxicos, como substancias quimicas que
sao, podem modificar a fisiologia normal dos organismos vivos. O seu uso deve ser
parcimonioso pelos efeitos adversos que 0s mesmos podem causar nos organismos
aquaticos e no meio ambiente. Com relacédo a estrutura quimica dos mesmos, podem
ser classificados em organoclorados, organofosforados, carbamatos, piretrdides e
outros.

Os organofosforados sao extremamente toxicos para peixes e outros organismos
aquéaticos, que podem sofrer efeitos apds curta ou prolongada exposicao ao praguicida.
A gravidade da exposi¢do dos peixes e outros animais ao praguicida no meio ambiente
depende da bioconcentragdo e tempo de exposicdo ao produto que, por sua vez,
depende da sua persisténcia no ambiente, gerando maior ou menor risco de intoxicacao
para 0s seres Vivos.

Como os organofosforados, de maneira geral, ndo apresentam longa persisténcia
em ambiente aquatico, sdo utilizados no controle de ectoparasitos de peixes.
Entretanto, dada sua alta toxicidade, inclusive para individuos ndo alvo, justifica-se
trabalhos cientificos que busquem a otimizacdo do controle destes ectoparasitos sem

alterar a homeostase do peixe.



2. OBJETIVOS

Os objetivos desse trabalho foram:

a) Estimar a concentracao letal (CLsp-96n) do triclorfom em juvenis de pacu (Piaractus
mesopotamicus);

b) Determinar a atividade da colinesterase do cérebro e plasma de pacu, na vigéncia da
acao do triclorfom;

c) Determinar a concentracao residual do triclorfom no sangue do peixe até 15 horas
apds exposicao ao composto por meio de cromatografia de fase gasosa;

d) Avaliar as alteracdes histopatologicas do figado, rim e branquias do pacu provocadas
pelo triclorfom nas diferentes concentragdes.

O presente trabalho esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagao
Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo (COBEA) e foi aprovado
pela Comissdo de Etica e Bem Estar Animal (CEBEA), da Faculdade de Ciéncias
Agrérias e Veterinarias, da Unesp, Campus de Jaboticabal, em reunido de 31 de
agosto de 2004.

3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. Cromatografia em fase gasosa

Segundo COLLINS & BRAGA (1987), a cromatografia pode ser definida como
um método fisico-quimico de separacao no qual os componentes a serem separados
séo distribuidos entre duas fases, uma das quais é estaciondria (sélida ou liquida) e
uma fase mével (gasosa).

A amostra, através de um sistema de injegdo, é introduzida em uma coluna
contendo a fase estacionaria. O uso de temperaturas convenientes no local de injecao
da amostra e na coluna possibilita a vaporizagdo destas substancias, que, de acordo
com suas propriedades e as da fase estacionaria, serdo retidas por tempos
determinados e chegara a saida da coluna em tempos diferentes. O uso de um detector
adequado na saida da coluna torna possivel a deteccdo e quantificacdo dessas
substancias. Segundo CIOLA (1973), o esquema basico de um cromatégrafo a gas

(Figura 1) apresenta os dispositivos constantes de legenda:
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1 - torpedo do gas de arraste CP] - controle de pressao primario, ligado
ao torpedo do gas de arraste (1)
2 - valvula do torpedo
B CP, - controle de pressdo fino
3 e 4 - valvulas para atuar os controlado-

res de vazao T-1 - termostato dos vaporizadores
5 - controlador de vazao duplex T-2 - termostato das colunas
6 e 7 - vaporizadores T-3 - termostato do detector
8 e 9 - colunas PLT - programador linear de temperatura

10 - detector

1Mel12 - safda dos efluentes das colunas

Figura 1 Esquema geral do cromatografo CG — 25 CIOLA (1 973)

Os componentes eluidos da coluna sdo detectados pelo detector e o sinal é

enviado ao processador de dados, obtendo-se o cromatograma (Figura 2):

Picos

Resposia do delecior

Temps

Figura 2. Picos de um cromatograma.



COLLINS & BRAGA (1987) relatam que em cromatograma ideal, os picos
apresentam-se separados e simétricos. A assimetria frontal esta relacionada com um
excesso de amostra injetada ou com o uso de colunas em uma temperatura abaixo do
ideal para uma determinada analise.

E necessaria uma identificagdo positiva pelo uso de padrdes, os quais sdo
injetados sob as mesmas condi¢cbes para se determinar o tempo de retencéo, devendo
ser iguais aos componentes da amostra a ser analisada. Tempo de retengdo igual,
somente é possivel em condicdes idénticas (temperatura, velocidade do gas, coluna,
etc.). A partir do momento em que a substdncia é injetada e emerge da coluna,
passando pelo detector, o tempo é registrado e denominado tempo de retencao daquela
substancia. Obviamente, se uma boa separacdo dos componentes foi obtida, entao
cada componente tera o seu tempo de retengcédo caracteristico. Portanto, o tempo de
retencao do pico é utilizado na determinacao qualitativa, comparando-o com aquele da
amostra-padrao.

3.2. A importancia dos organofosforados para a aquicultura

Na piscicultura, os peixes estdo constantemente sujeitos ao ataque de
predadores ou parasitos que prejudicam o crescimento e provocam mortalidade Os
insetos aquaticos sdo considerados os predadores mais importantes das larvas de
peixes, em condicoes de criacdo, destacando-se as naiades da ordem Odonata,
indicadas como responsaveis por altas taxas de mortalidade larval (GARADI et al.,
1988). Para o tratamento, geralmente sdo aplicados os organofosforados (STRAUSS &
CHAMBERS, 1995; CARR & CHAMBERS, 1996).

As medidas preventivas e corretivas para a preservacao e protecédo da flora e da
fauna aquaticas baseiam-se em estudos ecotoxicolégicos, por meio dos quais sao
estabelecidos limites aceitaveis de poluentes na agua. Esses estudos devem ser
conduzidos para avaliar os efeitos toxicos dos defensivos agricolas em peixes além de
controlarem os parasitos, estas substancias podem causar efeitos tdxicos nos
hospedeiros (ZAGATTO & GOLDSTEIN, 1991).



A utilizacdo de testes ecotoxicolégicos, tem se consolidado como importante
ferramenta para a compreensao de impactos provocados por agentes quimicos nas
comunidades biologicas (ZAGATTO & GOLDSTEIN, 1991). Os testes ou ensaios de
toxicidade expdem os individuos testes com controle rigoroso das condi¢cdes ambientais
(temperatura e parametros fisico-quimicos da agua), sendo seus efeitos (mortalidade,
distarbios morfologicos) avaliados por meio da comparacao com o tratamento controle
(RAND & PETROCELLI, 1985).

3.3. Uso do triclorfom em aquicultura

O triclorfom é usado para o controle de parasitos e pode ser téxico aos peixes.
Existe uma grande variedade de parasitoses de peixes em funcdo da espécie e
variabilidade individual. O Dipterex (triclorfom) seleciona o zooplancton e elimina as
odonatas, matando os copépodes e claddceros, sobrevivendo os rotiferos que sao
alimentos indispensaveis as pés-larvas (GARADI et al., 1988). O Triclorfom é usado
também para erradicar ectoparasitos como trematédeos, piolhos e copépodes em uma
gama extensiva de espécies de peixes (JUAREZ & ROUSE, 1983).

O tratamento com triclorfom pode ser feito com banhos em concentragdes altas
para um periodo curto de tempo. As vezes, as concentragdes efetivas usadas podem
ser sdo tao altas, que acabam por matar muitos peixes durante o tratamento. Contudo,
o tratamento de ectoparasitos de peixes com baixas concentracdes efetivas do
praguicida controla o parasita sem matar os peixes (FLORES-NAVA & VIZCARRA-
QUIROZ, (1988).

3.4 Toxicidade do triclorfom para peixes e outros organismos aquaticos

O triclorfom, como todos os organofosforados, altera a fisiologia dos peixes
inibindo a acetilcolinesterase (AchE) presente nas sinapses colinérgicas, o que impede
a hidrolise da acetilcolina. A inibicdo da acetilcolinesterase intensifica a transmissao do
impulso em consequéncia do acumulo de acetilcolina na fenda sinptica, aumentando
assim o funcionamento do sistema nervoso (LARINI, 1987; AGUIAR et al., 2004).
Diversos autores tém relatado efeitos subletais de peixes apdés a exposicdo ao
inseticida trichlorfom, tais como alteracbes hematolégicas em Prochilodus scrofa



(RANZANI-PAIVA et al., 1997), efeito agudo em bago de Prochilodus scrofa
(RODRIGUES et al. 1997); histopatologia do figado de Brachydanio rerio (RODRIGUES
et al., 1998), lesdes histopatolégicas em figado de Prochilodus lineatus (RODRIGUES
et al., 2001) e parametros hematoldgicos e atividade da acetilcolinesterase em Cyprinus
carpio (CHANDRASEKARA & PATHIRATNE, 2005).

FLORES-NAVA & VIZCARRA-QUIROZ (1988) relataram que, aplicando
triclorfom na concentracdo de 60 e 80 mg/L em peixes jovens (Cichlasoma
urophthalmus Gunther), obtiveram 100% de mortalidade apds 24 horas de exposi¢do. A
concentracao intermediaria (40 mg/L) resultou em 50% de mortalidade e na
concentracdo de 10 mg/L nao foi observada nenhuma morte. Entretanto, na
concentracao de 15 mg/L foram registrados trés mortes apds 72 horas de exposicao. A
concentracao letal (CLsp) obtida em 24 horas foi 26,54 mg/L em 48 horas foi 23,71 mg/L
e em 72 horas 17,19 mg/L. (Tabelat).

RODRIGUES et al. (1997) observaram Prochilodus scrofa apds exposicao ao
Dipterex 500 (Triclorfom) e concluiram que o tecido esplénico apresentou-se atrofiado,
observaram também decréscimos significativos na quantidade de eritrécitos,
impossibilitando a visualizagdo da polpa vermelha. Ocorréncia de necrose focal
(nucleos picnéticos) foi também constatada. RODRIGUES et al. (1998) observaram o
figado de Brachydanio rerio apdés 24 horas de exposicdo de Dimethoate 500 na
concentracao de 0,025 uL/L, e concluiram que houve aumento de células com necrose
focal.

Em carpas, Cyprinus carpio, infestadas por Argulus sp, foi feito um
acompanhamento do quadro hematico sete dias antes do tratamento, 13 e 33 dias apos
o tratamento com triclorfom (Neguvon) e notou-se que houve uma diminuigao
acentuada dos parasitas. Houve, ainda, um aumento do numero de eritrécitos, dos
leucocitos e da concentracdo de hemoglobina corpuscular média (RANZANI-PAIVA et
al., 1987).



Tabela 1. Toxicidade aguda do triclorfom para organismos aquaticos - CLsg

Espécie Tempo de Exposicao mg/L REFERENCIA
Peixe
Salmo gairdneri 96 h 4,85 International Prog. on
Chem. Safety,1992
Salmo clarki 96 h 1,68 International Prog. on
Chem. Safety,1992
Onchorhynchus masou 96 h 1,1 International Prog. on
Chem. Safety,1992
Cyprinus carpio 24 h 15,0 International Prog. on
Chem. Safety,1992
Pimephales promelas 96 h 51,0 International Prog. on
Chem. Safety,1992
Anguilla rostrata 96 h 8,57 International Prog. on
Chem. Safety,1992
Roccus saxatilis 96 h 9,2 International Prog. on
Chem. Safety,1992
Cichlasoma 24 h 26,54 Flores-Nava &
urophthalmus Vizcarra-Quiroz,
1988
Artrépodes
Daphnia pulex 3h 0,18 International Prog. on
Chem. Safety,1992
Daphia carinata 3h 0,014 International Prog. on
Chem. Safety,1992
Macrobrachium 96 h 0,46 Juarez & Rouse,

rosenbergii

1983




Pelo fato do figado ser um dos locais mais ativos na metabolizagdo e
tentativa de neutralizagao dos efeitos dos organofosforados em doses subletais, ja nas
primeiras horas ap0s exposicdo ao agente téxico, ocorre uma migracdo dos nucleos
para a periferia, seguida de edema e necrose, podendo, entretanto, haver uma
regeneracdo ao longo do tempo. Os organofosforados provocam, muitas vezes,
modificagdes no epitélio renal e nas capsulas de Bowman tais como separacao das
células dos tubulos renais e degeneracao da capsula (FANTA, 1991).

Além das alteragdes citadas, as branquias também sofrem a acdo dos
organofosforados por ser um 6rgao com grande superficie de contato. Sao divididas em
arcos branquiais e esses sao formados por filamentos branquiais, que por sua vez
contém as lamelas branquiais. As lamelas secundarias sao revestidas por células
epiteliais, tendo em seu interior células pilares, células mucosas e, em peixes de
ambiente marinho, as células de cloreto sao responsaveis pela remocao de cloreto do
sangue (HIBIYA, 1982).

GRASSO et al. (1998) analisaram quatro organofosforados (triclorfom, diclorvés,
demeton-O-metil, e demeton-O) na agua, por cromatografia gasosa. As amostras
extraidas foram analisadas por um cromatografo HP 5890. O Triclorfom pode ser
facilmente transformado em diclorvés em meio alcalino onde é considerado o primeiro
produto de transformagdo em matrizes ambientais.

A resposta a um estressor depende muito da espécie de peixe e do
monitoramento das condicées ambientais. Para este estudo, foi escolhido o pacu
(Piaractus mesopotamicus) considerado de grande potencial para a piscicultura,
representante do grupo Characiforme, subfamilia Myleinae. E uma espécie altamente
apreciada pela exceléncia da sua carne e de grande importancia na pesca comercial
(OLIVEIRA et al., 2004).
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ATIVIDADE DA COLINESTERASE E DETERMINAGAO RESIDUAL DE
TRICLORFOM EM PLASMA DE PACU (Piaractus mesopotamicus HOLMBERG,
1887)

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade do triclorfom em curto prazo no pacu
(Piaractus mesopotamicus), determinando a atividade da colinesterase no plasma e
cérebro dos peixes, além de determinar a quantidade residual de triclorfom no plasma e
na agua através de cromatografia gasosa. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com 4 concentragdes (tratamentos) e 3 repeticées (caixas) por tratamento,
com 10 peixes por caixa. As concentragdes de triclorfom usadas foram: 0,0; 0,025; 0,05
e 0,1 mg/L. Os efeitos subagudos do triclorfom nos peixes foram avaliados 1, 2, 7 e 15
dias apos ter adicionado o triclorfom as caixas com o fluxo de agua interrompido por 24
horas, mantendo a oxigenagao. A atividade da colinesterase no plasma e no cérebro foi
inibida pelo triclorfom, especialmente nas concentragées 0,05 e 0,1 mg/L, no 1° e 2°
dias apds exposicao dos peixes ao praguicida, mas esse efeito desapareceu a partir do
7° dia. Para a andlise cromatografica, o éster correspondente da derivagéo do triclorfom
apresentou limite de deteccao de 3,0 pg/L. O lindane foi usado como padrao interno na
concentracao de 50 pg/uL. O tempo de retengéo do triclorfom foi de 2,12 minutos e do
padrao interno 5,56. Otima linearidade foi obtida na faixa de 2 a 100 pg/uL. N&o foi
detectado residuo de triclorfom nas amostras de plasma durante todo o periodo
experimental, mas somente tracos em algumas amostras da maior concentragao
(0,1mg/l), sendo o valor encontrado menor que o limite de deteccéo.

PALAVRAS-CHAVE: acetilcolinesterase, cérebro, peixe, cromatégrafo a gas, plasma,
residuos,
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CHLOLINESTERASE ACTIVITY AND RESIDUAL DETERMINATION OF
TRICHLORFON IN PACU (Piaractus mesopotamicus HOLMBERG, 1887) PLASMA.

ABSTRACT

The aim of this research was to evaluate the toxicity in a short time of the trichlorfon to
pacu (Piaractus mesopotamicus) determining cholinesterase activity in plasma and in
fish brain, and the residual amount of trichlorfon in fish plasma and water by gas
chromatography. Experimental design was all fortuitous with 4 concentrations
(treatment) and 3 repetitions (boxes) per treatment, with 10 fish each box. Used
concentrations were 0.0; 0.025; 0.05 and 0.1 mg/L. Subacute effects of trichlorfon in fish
were estimated 1, 2, 7 and 15 days after added trichlorfon to boxes with interrupted
water flow by 24 hours after applications, keeping the aeration rate. Cholinesterase
activity in plasma and brain was inhibited by trichlorfon, specially in concentrations 0.05
and 0.1 mg/L in the first and second days after exposition of fish to the pesticides, but
this effect desappeared in the 7" day. To the chromatography analysis, esther
corresponds from trichlorfon derivation, that showed detection limit of 3 ug/L. Lindane
was used as intern standard in concentration of 50 pg/uL, Retention time of trichlorfon
was 2.12 minutes and for the intern standard was 5.56. Great linearity was obtained
between 2 to 100 pg/uL. It was not detected trichlorfon residues in plasma samples of
higher concentration (0.1 mg/L) and the value obtained was lesser than detection limit.

Keywords: acetycholinesterase, brain, fish, gds cromatographic, plasma, residues
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1. INTRODUCAO

O uso de praguicidas na agropecuaria tem estimulado pesquisas para avaliar o
potencial de risco ambiental e os efeitos que provocam tanto a organismos alvo como
nos organismos nao alvo (EDWARDS, 1981; HEATH et al., 1993). Na piscicultura, os
peixes estdo sujeitos ao ataque de predadores ou parasitos que prejudicam o
crescimento e provocam altas taxas de mortalidade. Geralmente, sdo aplicados os
organofosforados como medida preventiva e/ou corretiva para a preservagao e protecao
da flora e da fauna aquaticas, medidas essas que nem sempre estdo alicercadas em
estudos toxicologicos bem estabelecidos (STRAUSS & CHAMBERS, 1995; JUAREZ &
ROUSE, 1983).

A utilizacdo de testes ecotoxicolégicos tem se consolidado como importante
ferramenta para a compreensao dos impactos provocados por agentes quimicos nas
comunidades biologicas. Os ensaios de toxicidade expdem os individuos teste ao
agente a ser testado com controle rigoroso das condigdes ambientais (temperatura e
parametros fisico-quimicos da agua), sendo seus efeitos (mortalidade e disturbios
fisiopatologicos) avaliados pela comparacdo com o individuo controle (RAND &
PETROCELLI, 1985).

SANCHO et al. (2000) relataram que a presenca de poluentes no ambiente em
concentracoes subletais pode ocasionar nos peixes alteragbes nos parametros
bioquimicos com o objetivo de manter a homeostase ou atuar nas fungdes sensoriais e
inibicdo da atividade enzimatica, alterando o padrao de comportamento dos animais. Os
organofosforados (OPs) provocam intoxicagao nos peixes inibindo a acetilcolinesterase
(AchE), o que aumenta a oferta de acetilcolina na fenda sinaptica E exacerbaM a
transmissdo do impulso e, consequentemente, o funcionamento do sistema nervoso
(STRAUSS & CHAMBERS, 1995).

RAO & RAO (1984), apés a exposicdo de Tilapia mossambica ao
organofosforado metil paratiom, verificaram bloqueio na condug¢do do impulso nervoso e
diminuigdo da atividade da acetilcolinesterase em tecidos como musculos, branquias,
figado e cérebro. Do mesmo modo, STRAUS & CHAMBERS (1995) descreveram a
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inibicdo da atividade da acetilcolinesterase no cérebro, branquias, figado e masculo de
Ictalurus punctatus ap06s exposicao a organofosforados.

Além da constatagcado de alteragdes bioquimicas evidenciando a intoxicagdo, um
bom trabalho de avaliagdo toxicolégica ambiental ndo deve prescindir da analise
quantitativa do agente tdxico, tanto no ambiente a ser estudado, como no sangue ou
outros tecidos do organismo vivo em estudo.

Assim, ABBAS & HAYTON (1996) determinaram residuos do paratiom e
paraoxom em cérebro, coracdo, musculo branco, figado, rim e plasma de peixe
utilizando a cromatografia gasosa (CG). Esse método envolveu uma extracao liquido-
liquido de paratiom e paraoxom da agua, plasma ou tecidos de truta arco-iris. O detetor
usado foi de captura de elétrons e o padrao interno usado foi o malatiom. O limite de
deteccao foi de 5 e 8 ng/mL para o paraoxom e paratiom respectivamente. Essas
técnicas permitiram uma determinagdo quantitativa do paratiom e paraoxom em
concentracoes de 9 a 210 ng/mL; a recuperacao variou de 79,4 a 110,3%, para tecidos,
e de 91,9 a 100,0%, para plasma e agua.

Com relagédo a degradacgao do triclorfom, o INTERNACIONAL PROGRAME ON
CHEMICAL SAFETY (1992) relataram que o triclorfom se decompde em um tempo
curto para formar diclorvos na agua em pH alcalino.

De fundamental importancia em estudo de toxicologia ambiental é o
conhecimento das condicdes fisico-quimica do meio. Aqui em especial, a temperatura e
o pH da agua devem ser conhecidos e/ou controlados, afim de que se possam prever a
degradacado e/ou aparecimento de subprodutos que podem ainda apresentar alta
toxicidade. Nesse contexto, SAMUELSEN (1987) estudou um método de cromatografia
liguida (HPLC) para medir a degradacao do triclorfom a diclorvos na agua do mar em
diferentes temperaturas (4,0; 8,5 e 13,5°C). Esse autor concluiu que a 13,5°C houve
degradagao acima de 90% do triclorfom em diclorvés, no intervalo de 1 a 4 horas.
Consequentemente, conforme diminuiu a concentragdo do triclorfom, aumentou a
concentracao do diclorvés. Segundo HOFER (1981), a formacéao do diclorvos a partir do

metrifonato (triclorfom) aumenta consideravelmente com o aumento do pH.
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Para a realizacdo do presente trabalho foi utilizado o pacu, Piaractus
mesopotamicus, espécie nativa da bacia do Prata, representante da ordem
Characiformes, familia Characidae, grupo dominante de peixes de agua doce da
América do Sul de grande valor econémico (OLIVEIRA et. al. 2004). A espécie vem
sendo amplamente utilizada em piscicultura. Devido a sua natureza onivora, 0 pacu
adapta-se a uma ampla variedade de alimentos e aceita muito bem racdes
balanceadas, o que tem possibilitado a obtencao de excelentes rendimentos da espécie
em cultivos experimentais (CETESB, 1999).

O objetivo desse trabalho foi avaliar a toxicidade a curto prazo do triclorfom para
0 pacu, iniciando pela determinacdo da Clso.9sn bem como determinar os efeitos de
concentracées subagudas do organofosforado triclorfom, sobre a atividade da
colinesterase no plasma e cérebro dos peixes e na quantidade residual de triclorfom no

sangue (plasma) dos peixes e na agua através de cromatografia gasosa.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido com o monitoramento didrio dos parametros fisico-
quimicos que caracterizaram a qualidade da 4gua. A temperatura foi de 26,9 + 0,4 °C,
pH 7,7 £0,1, oxigénio 8,8 £ 0,5 mg/L, alcalinidade 146 + 11 mg/L, dureza 34 £+ 5 mg/L e
aménia 0,12 + 0,1 mg/L, onde ndo foram observadas alteragbes que pudessem interferir
nos resultados obtidos (BOYD, 1982).

2.1. Substéancia Testada

O Padrao analitico do Triclorfom foi adquirido da Sigma (96%). Nome quimico:
Dimetil ( 2, 2, 2 - tricloro — 1 — hidroxietil) fosfonato CAS [52-68-6]. Nome comercial:
triclorfom, dipterex, tugon, neguvon e outros.

2.2. Determinacao da toxicidade aguda (Cls-96n) do triclorfom
Os testes de avaliacdo da toxicidade aguda (Clsp.9en) de triclorfom para pacu
(peso médio de 50 g) foram realizados no Laboratério de Ecotoxicologia do

Departamento de Fitossanidade, da FCAV/Unesp — Campus de Jaboticabal e tiveram a
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duragdo de 96 horas. Os experimentos foram conduzidos em sala climatizada com
temperatura controlada entre 24 + 1°C com auxilio de um condicionador de ar (Consul
Airmaster, 10.000 BTU). Os peixes selecionados foram previamente aclimatados em
caixa de amianto revestidas com tinta ep6xi, com capacidade de 1000 L, por um
periodo de sete dias, visando a deteccdo de parasitas, doencas e recuperagdo do
estresse da captura e transporte. A alimentacao durante este periodo consistiu de racao
comercial e foi interrompida 24 horas antes do inicio dos testes.

Foram realizados testes preliminares para determinacdo das faixas de
concentracao letal do produto. Com base nos intervalos compreendidos entre a maior
concentracdo nao letal e a menor concentracdo letal dos testes preliminares, foram
determinadas as seguintes concentragdes de 0; 0,07; 0,12; 0,2; 0,34 mg/L do triclorfom
utilizadas nos testes definitivos.

Nos testes definitivos, cada concentragdo foi avaliada com 4 repeticoes,
contendo cinco animais cada, resultando em 20 animais por concentragdo, segundo as
normas do IBAMA (1987) com algumas modificagdes. Os animais nado receberam
alimentacao durante as 96 horas de exposi¢ao inicial e também nao houve troca de
agua, caracterizando o sistema do teste como estatico. As avaliagdes de mortalidade
dos peixes foram feitas as 24h, 48h, 72h e 96h apos o inicio dos testes, com retirada
dos peixes mortos dos recipientes de vidro. Os valores de CLsg.gsn foram calculados
com o método estatistico “Trimmed Spearman Karber” (HAMILTON et al., 1977).

2.3. Determinacao dos efeitos subletais do triclorfom

Utilizou-se exemplares de pacus jovens, sem distingdo de sexo, com peso médio de
73 g, lotes homogéneos, isentos de contato prévio com agrotoxicos. O experimento foi
conduzido no biotério do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da FCAV,
Universidade Estadual Paulista (UNESP) — Jaboticabal.

2.3.1. Delineamento Experimental
No experimento foram utilizados 120 espécimes de pacu. Antes de serem

utilizados nos testes, os peixes foram pesados e aclimatados em caixas de amianto
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revestidas com tinta epoxi, com capacidade de 100 L, por um periodo de duas semanas
visando a deteccado de parasitas, doencas e recuperacao do estresse da captura e
transporte. Durante esse periodo a alimentacdo oferecida foi a racado comercial. As
concentragcbes usadas no experimento: 0,0 — 0,025 — 0,05 — 0,1 mg/L .Cada
concentracao foi avaliada com trés repeticoes (caixas), contendo 10 peixes/caixa.

Os efeitos subletais do triclorfom nos peixes foram avaliados aos 1, 2, 7 e 15 dias
apos ter-se adicionado o triclorfom as caixas com o fluxo de agua interrompido por 24
horas mantendo-se a oxigenacado. Apos as 24 horas de exposicao, foi realizada a
primeira coleta (1 dia) e o fluxo de agua foi restabelecido em todas as caixas, na vazao
de 400 mL/ min até o final do experimento. Nos dias de coleta, os peixes estavam em
jejum por 24 horas. Nas coletas dos dias 1 e 2, trés peixes por repeticdo foram
sacrificados para a retirada do material biolégico (n=9). Entretanto, nas coletas dos dias
7 e 15 foram amostrados 2 exemplares/repeticao (n=6). Os peixes foram capturados e
imediatamente anestesiados com benzocaina adicionada na agua na concentragéao de
1g/15L (CARNEIRO & URBINATI, 2001). O sangue foi retirado por pungédo caudal, com
auxilio de seringas descartaveis previamente heparinizadas para imediata separagéo do
plasma (colinesterase e cromatografia). De cada individuo foi retirado o cérebro para
dosagem da colinesterase, sendo imediatamente congelado em nitrogénio liquido e
armazenado a 70° C negativos para posterior analise no Departamento de Principios
Ativos Naturais e Toxicologia, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Unesp —

Campus de Araraquara.

2.3.2. Analise estatistica
A andlise estatistica foi realizada através do programa computacional SAS
(statistical analysis system). Os dados foram submetidos a andlise de variancia Anova.

As médias dos tratamentos foram comparados pelo teste de Tukey (p < 0,05)
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2.4. Dosagem da atividade da colinesterase

O método utilizado na determinagdo da atividade da colinesterase tanto no
homogeneizado de cérebro como no plasma foi o de ELLMAN et al., (1961). Esse
método é cinético e produz coloracdo amarela cuja intensidade é proporcional a
quantidade de acetiltiocolina degradada pela acdo da enzima em acido acético e
tiocolina, que reage com ion ditiobisnitrobenzéico produzindo o complexo colorido.
Amostras de cérebro foram pesadas e homogeneizadas em tampéo fosfato 0,1 M, pH
8,0, em volume 10 vezes maior que o0 peso do tecido em gramas, por sonicagao
(temperatura: 20°C, amplitude 60%, tempo 8 s, pulso 3s e pausa de 0,5 s)
posteriormente, 1 mL deste sonicado foi diluido em 19 mL do tampao fostato, pH 8,0,

fornecendo concentracao de 5 mg/mL, segundo a técnica citada.

TECIDO PLASMA
2,6 mL tampao fosfato pH 8,0 2,9 mL tampao fosfato pH 8,0
400 pL homogeneizado Smg/mL 100 pL plasma
100 pL solugio DTNB 100 pL solucdo DTNB
agitar agitar
v v
Leitura 412 nm tempo zero Leitura 412 nm tempo zero
v v
50 pL solugdo Ach 50 pL solugdao Ach
\ 4 A\
Leitura 412 nm Leitura 412 nm

Tempo 1, 2, 3, 4 e 5 minutos Tempo 1, 2, 3, 4 e 5 minutos
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2.5. Determinacao Cromatografica
2.5.1. Solucoes-padrao e reagentes

As solugdes de triclorfom (Sigma) foram preparadas em acetona. A solugao—
padrao estoque foi preparada na concentracdo de 1mg/mL, diluida para solugcédo de
trabalho para 3; 10; 25; 50 e 100 ng/mL utilizadas na padronizacdao do método. A
solucdo-padrao estoque de Lindane (lhara 99,9% - padrao interno) foi preparada na
concentragdo de 1 mg.mL"' e diluida para concentragdo de 50 ng/mL. Todos os
solventes usados na preparacédo da amostra foram de grau p.a.

Apesar de ser um organofosforado, o triclorfom apresenta uma polaridade
razoavel, fato este que se obriga a uma derivacao para melhor e mais rapida andlise,
que foi feita conforme o0 esquema a seguir:

Solucéo de triclorfom + padréo interno

evaporar sob fluxo de N2
em banho seco 48 £1°C
v

Residuo

+1mL Sol. benzeno-piperidina 5%
+5uL anidrido acético

banho seco a 70 °C por 90 min
v

Ester derivado
l lavar com 2mL sol sat NaHCO;

Ester derivado lavado
secar com Na>SOq anidro e ajustar vol. a 1
l mL com benzeno
Injetar 1uL

2.5.2 Analise Cromatografica

Foi utilizado o cromatdgrafo a gas CG modelo 370 equipado com detector de
captura e elétrons (®Ni). Condigdes cromatograficas: detector 230°C; vaporizador
190°C; coluna (1,5%0V-17 + 1,95% QF-1 sobre Chromoso6rbio WHP 80-100mesh vidro
@ 1/8” x 1,8 m), 176°C; fluxo de N :49,0 mL/min. Os cromatogramas foram obtidos
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através do acoplamento de um integrador HP(Hewlett Packard) 3396 série H, o que
permite tanto a identificagcdo pela comparacdo dos tempos de retencdo, bem como a

quantificacao pela integracéo dos picos.

2.5.3. Preparacao da amostra ( Plasma)
Um mL de plasma foi utilizado para fazer a extracao liquido-liquido conforme

esquema abaixo:

Recuperacao do triclorfom

triclorfom + padr&o interno
evaporar sob fluxo de N>

| em banho seco a 49°C
Residuo

+ 1 mL (plasma)
+5 mL (éter:cloroférmio 1:1) agitar 10 min

v

Filtrado
evaporar sob fluxo de N>
em banho seco a 45°C

Residuo

+ 5 plL anidrido acético
banho seco a 70°C por 90min

l + 1 mL benzeno-piperidina 5%

Ester derivado
lavar com 2 ml de sol. Sat. NaHCO3

Ester derivado lavado

l secar com Na,SO4 anidro e ajustar para 1TmL com
benzeno

Injetar 1 pL

2.5.4. Validacao da metodologia analitica
Os parametros analiticos determinados foram a curva de calibragéo (linearidade

do detetor para o triclorfom), recuperacéo, limite de detegao e limite de quantificagéo.
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2.5.5. Curva de calibracao

A curva de calibragdao foi feita com 5 repeticbes através da derivacdo de
diferentes concentragdes do triclorfom. Em seguida, foram calculadas as equagdes de
regressdo linear (y = ax + b) e os coeficientes de determinacdo (r?) para visualizar a
faixa de linearidade do detector.

2.5.6. Recuperacao relativa

A recuperacéo relativa do triclorfom em plasma foi realizada utilizando o lindane
como padrao interno. O célculo de recuperacgao relativa foi realizado através da relacao
dos quocientes obtidos entre a area do triclorfom dividida pela area do padréo interno
obtida nas amostras fortificadas, em relacdo aos quocientes obtidos entre a area do
triclorfom dividida pela area do padrao interno obtida nas diferentes concentragbes da
curva de calibragéo.

RR = area (T/PI) obtida ap6s extracéo / area (T/PI) obtida na calibragao

2.5.7. Recuperacao absoluta

A recuperacgdo absoluta do plasma foi calculada pela divisdo das areas obtidas
do triclorfom nas amostras fortificadas pela areas obtidas do triclorfom nas diferentes
concentracdes da curva de calibracao.

RA = area (T) obtida apds extracao / area (T) obtida na calibracao

2.5.8. Limite de deteccao

Segundo orientacdo de TEIR & ZEUMER (1987), o limite de deteccao foi
considerado a menor concentragao de triclorfom adicionado a matriz (plasma ou tecido)
que pode ser identificado como um sinal estatisticamente (p<0,05) diferente do ruido.

2.5.9. Limite de quantificacao
Também seguindo orientacdo de TEIR e ZEUMER (1987), o limite de
quantificacdo foi considerado como a menor concentragdo de triclorfom adicionado a
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matriz (plasma) que apresentou sinal maior que o limite de deteccédo, associado a uma

recuperag¢ao maior que 80% e coeficiente de variacao inferior a 10%.

3. RESULTADOS
3.1. Determinacao da toxicidade aguda (Clsp.gn) do triclorfom

No grupo controle ndo ocorreu morte durante as 96 horas. Na concentragéo de
0,07; 0,12; 0,20 e 0,34 ocorreram 20%, 40%, 60% e 100% de mortalidade
respectivamente. A equacgédo linear que representa a relagao concentracao-resposta do
triclorfom estimada para exemplares juvenis de P. mesopotamicus foi y = 289,14x +
2,2316, (r’=0,9955). A Cl(1)s0-96n foi de 0,1906 mg/L de triclorfom.

3.2. Dosagem da atividade da colinesterase
A atividade da colinesterase nas diferentes concentracbes de triclorfom em
cérebro e plasma de pacu estdo representadas nas Figuras 1 e 2. Na Tabela 1 e 2

estdo representados as médias e o erro padrao.

60 —
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o
1

uM/min/g

—&— controle

—=&— 0,025 mg/L
0,05 mg/L

—@&— 0,1mg/L

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Tempo (dias)

Figura 1. Atividade da colinesterase (uM/min/g) no cérebro de Piaractus

mesopotamicus exposto a triclorfom adicionado na agua.
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Tabela 1. Valores médios e erro padrdo da atividade da colinesterase (uM/min/g) no

cérebro nos dias de exposicao x concentragoes.

Tratamento DIAS DE COLETA
mg/L 1(n=9) 2(n=9) 7(n=16) 15 (n =6)
0 58,42 + 5,91 Aa 65,08 + 3,91 Aa 64,74 + 7,75 Aa 64,63 + 13,85 Aa
0,025 13,97+ 3,52 Ab 27,52 + 3,63 Ab 54,21 +12,81Ba 64,54 + 20,25 Ba
0,05 6,61 +0,82 Ac 22,06 + 2,59 Bc 57,31 + 11,35 Ca 56,83 + 8,86 Ca
0,1 4,78 + 0,36 Ac 20,16 + 3,51 Bc 54,51 +10,41Ca 57,55 + 8,36 Ca

Médias * erro padrao da média seguida de letras mailsculas diferentes na mesma linha indica diferenca
significativa (p< 0,05) entre os dias de coleta. Média + erro padrdo da média seguido de letras mindsculas
diferentes na mesma coluna indica diferencga significativa (p< 0,05) entre as concentragdes.

Conforme pode ser observado na Figura e Tabela 1, ndo houve diferenca
significativa nas médias na avaliagdo da atividade da colinesterase do cérebro nos
peixes controles (grupo 0 mg/L) nos diferentes dias de coleta. Por outro lado, ao
observar as médias da atividade enzimatica dos animais expostos as concentracoes
0,025; 0,05 e 0,1 mg/L em relacdo ao grupo controle, observa-se uma significativa
inibicdo da colinesterase do cérebro nas 2 primeiras coletas, nos peixes expostos ao
triclorfom, essa diferenca desapareceu ao 7° dia ap6s exposicao. Pode-se observar
também que a inibicao foi mais acentuada nos peixes do tratamento com triclorfom nas
concentracdes 0,05 e 0,1 mg/L no primeiro e segundo dias ap0s exposicao ao agente
toxico.

O efeito inibitério do triclorfom sobre a enzima colinesterase no plasma de peixes
expostos as concentracdes 0,025; 0,05 e 0,1 mg/L pode ser observado na Figura e
Tabela 2. Houve diferenga significativa entre a atividade da enzima dos peixes do
grupo controle e dos grupos tratados ja no primeiro dia de exposi¢ao, voltando ao

normal no 7% e 15° dias de exposicao ao triclorfom.
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Figura 2. Atividade da colinesterase plasmatica de P. mesopotamicus (uM/min/mL)

exposto ao triclorfom adicionado na agua.

Tabela 2. Valores médios e erro padrdao da atividade da colinesterase (uM/min/mL)do

plasma nos dias de exposi¢cao x concentragoes.

DIAS DE COLETA

mg/L 1(n=9) 2(n=9) 7 (n=6) 15 (n = 6)

0 0,047 £ 0,02 Aa 0,052 + 0,01 Aa 0,045 £ 0,01 Aa 0,044 + 0,01 Aa
0,025 0,021 + 0,00 Ab 0,031 £ 0,01 ABb 0,033 £ 0,02 ABa 0,042 + 0,01 Ba
0,05 0,022 + 0,00 Ab 0,028 + 0,01ABc 0,035 + 0,01 ABa 0,042 + 0,01 Ba

0,1 0,016 + 0,00 Ab 0,029 + 0,01 ABc 0,030 + 0,01 ABa 0,036 + 0,02 Ba

Médias * erro padrdo da média, seguida de letras mailsculas diferentes na mesma linha indica diferenga
significativa (p< 0,05) entre os dias de exposicdo. Média * erro padrdo da média seguido de letras
mindsculas na mesma coluna indica diferenca significativa (p< 0,05) entre concentragoes.

A andlise cromatogréfica do triclorfom foi realizada utilizando a metodologia de

padronizagao interna. Essa metodologia € sem duvida a mais apropriada para se fazer
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andlise quantitativa, principalmente quando envolve derivagdo do analito que
geralmente apresenta pontos criticos passiveis de erros que foram automaticamente
compensados pelo padrdo interno. O éster correspondente da derivagdo do triclorfom
utilizando anidrido acético, reacao esta catalizada pela piperidina em meio benzénico,
apresentou sensibilidade com nivel de baixo ppb com limite de detecao de 3 ng/mL. Os
cromatogramas da curva de calibragao indicaram tempo de retencao do triclorfom de
2,12 minutos e o do padrao interno de 5,56 minutos, ou seja, retengao relativa de 0,38

minutos como mostra a Figura 3.

(A) (B) (C)

Figura 3. Cromatograma tipico da curva de calibragcdo do triclorfom e lindane como
padrdo interno, (A) branco, (B) triclorfom 2 pg/uL e padrdo interno 50 pg/uL, (C)
triclorfom 100 pg/uL e padréo interno 50 pg/uL.

A Figura 4 mostra a curva de calibracado (linearidade do detetor) do triclorfom
usando 50 pg/pL de lindane como padrdo interno (média de 5 injecbes). A faixa de
concentracao de 2 a 100 pg/uL apresentou 6tima linearidade para o derivado éster do
triclorfom; cujo ajuste através de regressao forneceu a equacgao: y = 0,0137x + 0,0166.

O Coeficiente de Correlagdo (r?) de 0,9987 indicou que a linearidade entre as



29

concentracdes (x) e as areas (y) dos picos, no intervalo utilizado € altamente

satisfatoria.

y =0,0137x + 0,0166
g 12 > = 0,9987
< 08 -
=
< 04 -
O [ I I I I 1

0O 20 40 60 80 100 120
(pg)

Figura 4 - Curva de calibracdo do detector para linearidade de resposta a diferentes
concentracdes do triclorfom. AT = area do triclorfom APi = area do padréao interno

Os cromatogramas obtidos com o detector de captura de elétrons (ECD) para o
controle e recuperacado de triclorfom em plasma estdo apresentados nas Figuras 5.
Apoés a calibragéao, foi feita uma curva de recuperagao do triclorfom do plasma de peixe
(n=5), cuja equacéo calculada foi y = 0,0125x + 0,0364, conforme mostra a Figura 6. A
concentracdo do lindane usada na recuperacdao do triclorfom no plasma foi de 50
ng/mL.
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(A) (B) (C)

Figura 5. Cromatograma tipico da recuperacao do triclorfom e do lindane do plasma.
(A) controle, (B) Limite de deteccéo: triclorfom 3 ng/mL e padrédo interno 50 ng/mL, (C)
triclorfom 50 ng/mL e padrédo interno 50 ng/mL.

2
1,5 | y=0,0125x +0,0364
o R? = 0,9968
<
=
<
0,5
O T T T T !

0 20 40 60 80 100
Triclorfom (pg)

Figura 6. Curva de recuperacao do triclorfom no plasma usando como padrao interno o
lindane. AT = area do triclorfom APi = area do padrao interno
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Na metodologia do padrdo interno, as perdas de analito em quaisquer fases sdo

compensadas pelas perdas do padrao interno, portanto automaticamente a relacao é

corrigida. Valores absolutos da recuperacao do triclorfom sdo apresentados na Tabela

3. A média absoluta de recuperacao dos valores das amostras de plasma enriquecidos

com triclorfom foi 92,39 + 6,9. O coeficiente de variagao absoluto (CV) observado foi de

7,5% para o plasma. Os resultados da recuperagao relativa estdao descritos na Tabela 4.

Tabela 3. Valores da recuperacao absoluta (RA) do triclorfom em plasma de Piaractus

mesopotamicus.
Adicionado area -uv
Mg injetado  esperado observado % recuperagao

plasma (p9) plasma plasma
0,100 100 83632 81035 96,89%
0,05 50 53347 52529 98,47%
0,025 25 21930 19955 90,99%
0,010 10 19858 18102 91,16%
0,003 3 9520 8244 86,60%

RA = area triclorfom obtido extragao / area triclorfom obtido simplesmente apds derivagao x 100

Tabela 4. Valores da Recuperacao Relativa do triclorfom em plasma de Piaractus

mesopotamicus.
concentragao
pMg/mL Plasma
plasma RR CcVv
0,1 91,19
0,05 98,84
0,025 98,06
0,01 106,51
0,003 110,60
Média £ DP 101,04 + 7,62 7,5

RR = area (T/ Pi) obtido extragao / area (T/Pi) obtido simplesmente apds derivacdo x 100.
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Apés a otimizagdo do método analitico foi efetuada a analise quantitativa das
amostras de plasma de peixes. O padrao interno foi mensuravel, porém os niveis de
residuos das amostras ndo foram maiores que o limite de quantificagdo, portanto os
resultados analiticos ndo podem ser expressos como um valor numérico.

Na curva de dissipacao, (Figura 7), estao apresentados os valores médios dos
residuos do triclorfom (AT/Pi), na 4gua das caixas de tratamento dos peixes coletadas
durante o experimento (n = 5).

CURVA DE DISSIPACAO

—— 0,025 mg/L
—a— 0,050 mg/LL

—— 0,1 mg/LL

AT/APi

40

HORAS

Figura 7. Curva de dissipagéo do triclorfom na agua coletada das caixas dos tratamentos 0,025; 0,050

e 0,1 mg/L durante as coletas. A agua do tratamento 0 mg/L nao deu nenhum residuo.

4. DISCUSSAO
O principal efeito do organofosforado € a inibicdo da enzima colinesterase no
cérebro de peixes, segundo RAO & RAO (1984) e HEATH et al. (1993). A andlise dos
resultados obtidos neste experimento demonstra que o triclorfom € um praguicida
inibidor da colinesterase tanto para cérebro como para plasma para a espécie pacu.
Para a dosagem da colinesterase, SILVA FILHO et al. (2000) relataram a

importancia da escolha de uma espécie a ser usada como bioindicadora de exposicao a



33

praguicidas, usando a metodologia proposta por Elman et. al. (1961), pH 7,5 e
temperatura de 25 + 2 °C. Para peixes dulcicolas, estes mesmos autores, encontraram
grandes variagbes nos niveis teciduais de atividade da colinesterase. No cérebro
destacam-se os niveis elevados de atividade da acetilcolinesterase para o cascudo,
ficando o pacu numa faixa mais baixa. Pode-se observar esse efeito no presente
trabalho onde o pacu também mostram inibicdo da atividade da colinesterase quando
exposto ao triclorfom.

Para comprovar a alta toxicidade do paratiom (2 mg/L) no Brycon cephalus,
AGUIAR et al. (2004), ap6s 96 h de exposi¢cao, observaram que a atividade da
acetilcolinesterase do cérebro foi inibida em 87% (164 + 4,95 para 21,7 £ 0,96 mU/mg
de proteina a 25°C). Para a acetilcolinesterase do plasma a inibicao observada foi
menor que a do cérebro, ficando em 64% de inibicdo (1,7 £ 0,11 para 0,60 + 0,046
mU/mg de proteina). Esses resultados foram similares ao encontrados neste trabalho.

CHANDRASEKARA & PATHIRATNE (2005) expuseram exemplares de Cyprinus
carpio a concentracoes 0,25 e 0,5 mg/L de triclorfom por 1 e 24 h e concluiram que a
atividade da acetilcolinesterase no cérebro foi significativamente menor quando
comparada ao grupo controle (52% de inibicdo na concentragdo 0,25 mg/L e 57% de
inibicdo na concentragao 0,50 mg/L).

Os métodos analiticos tém conduzido a maioria dos monitoramentos dos
residuos agricolas, produtos alimenticios e em matrizes ambientais. ABBAS & HAYTON
(1996) desenvolveram um sensivel método de cromatografia gasosa para determinacao
simultanea do paratiom e seu metabdlito paraoxom da agua, plasma ou tecidos de
Oncorhynchus mykiss (truta arco-iris). O limite de deteccao foi de 5 e 8 ng/mL para o
paraoxom e paratiom, respectivamente. JUAREZ & ROUSE (1983) observaram a
toxicidade aguda do triclorfom em Macrobrachium rosenbergii e os residuos foram
analisados por cromatografia gasosa. O limite de deteccao foi de 0,08 mg/L e o tempo
de retengao do triclorfom foi de 2,5 min onde nao foi detectavel nenhum residuo dentro
de 30 dias.

GRASSO et al. (1998) relataram que a disponibilidade dos padrées internos

apropriados melhora a qualidade da analise quantitativa dos praguicidas aumentando
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sua exatidao e precisdo. Esses autores adicionaram o triclorfom na agua e analisaram
no cromatografo CG — MS. O limite de tolerancia foi de 25 pg para o triclorfom derivado.
Também relataram que o limite de deteccdo dos praguicidas na agua é 0,1 ug/L
segundo a Unido Européia, neste trabalho o éster correspondente da derivacao do
triclorfom apresentou sensibilidade com limite de detegdo de 3 ng/mL.

SAMUELSEN (1987) verificou que a degradagao do triclorfom em diclorvos em
agua salgada esta relacionada com a temperatura, pH e principalmente taxa de
aeragao. Foi mensurado a meia-vida do triclorfom em horas com temperatura de 4,5 e
13,5°C com valores de pH variando entre 7,7; 8,0 (alta taxa de aeracao); 8,0 (baixa taxa
de aeracado). Concluiu-se que o aumento do pH se deve ao consumo de oxigénio
provocado pela respiracdo e a degradacao do triclorfom na agua salgada em 13,5°C foi
mais rapido no pH 8,0 com maior taxa de aeragdo . HOFER (1981) relata que a taxa de
formacao de diclorvés a partir do triclorfom aumenta consideravelmente com o aumento
do pH.

De acordo com os resultados apresentados na curva de dissipa¢ao dos residuos
do triclorfom na agua (pH 7,7 +1) da Figura 7, em 3 horas apds administragdo do
triclorfom nas caixas, as concentragdes 0,025, 0,05 e 0,1 mg/L apresentaram residuos,
em 12 horas, as concentragdes 0,05 e 0,1 mg/L de triclorfom também apresentaram
residuos. Destaca-se que até 24 horas o fluxo foi interrompido, mantendo-se somente a
oxigenagao. Apds 30 horas da administragéo do triclorfom nas caixas, com o fluxo de
agua continuo, somente a concentracao 0,1 mg/L de triclorfom ainda nao tinha se
dissipado totalmente. O termo dissipacao pode ser utilizado para caracterizar o declinio
dos residuos do triclorfom por qualquer processo fisico, quimico ou bioldgico.

GARCIA-REPETTO et al. (1994) estudaram a influéncia do pH, temperatura e luz
solar na degradacao do triclorfom em solugado aquosa e concluiram que, em pH acido, o
organofosforado foi mais estavel, variando com o aumento do pH.

O método analitico para residuos do triclorfom no plasma de peixe foi
considerado adequado. Nao foi detectado residuo nos cromatogramas obtidos das
andlises das amostras de plasma durante todo o experimento, porém foram
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determinados tracos de residuos de triclorfom em algumas amostras da maior
concentragao (0,1 mg/L), sendo o valor encontrado menor que o limite de detecgéo.

O triclorfom provocou altas taxas de inibicdo na atividade da colinesterase em P.
mesopotamicus. Os resultados levam a conclusdo de que é importante determinar o
equilibrio da bioconcentracao do triclorfom analisando suas propriedades em relagao a
temperatura e pH a fim de controlar eventuais problemas de intoxicacdes pelo aumento

da toxicidade e contribuir no estudo da avaliagao do risco ambiental.
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HISTOPATOLOGIA DE FIiGADO, RIM E BRANQUIAS DE PACU (Piaractus
mesopotamicus, HOLMBERG, 1887) EXPOSTO A CONCENTRACOES SUBLETAIS
DE TRICLORFOM

RESUMO

O trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos de concentracdes subletais de
triclorfom sobre a estrutura de figado, rim e branquias de pacu (Piaractus
mesopotamicus). Os peixes foram expostos as concentragées de 0,0 — 0,025 — 0,05 —
0,1 mg/L de triclorfom e amostrados 1, 2, 7 e 15 dias depois da exposi¢cao. Os 6rgaos
foram coletados, fixados em solugédo Bouin, incluidos em parafina, seccionados a uma
espessura de 5,0 ym e corados com hematoxilina e eosina (HE). No figado dos peixes
expostos ao triclorfom foi observado que as células hepéticas apresentaram perda do
formato regular e do arranjo cordonal, deslocamento do nucleo para periferia e fusao
celular. Em alguns locais, observaram-se areas focais de necrose, caracterizadas pela
presenca de células com nucleo picnético, auséncia de coloragdo no citoplasma e a
presenca de células hipertrofiadas. Um e 2 dias apds a exposigao, o figado apresentou
areas focais de necrose, porém, aos 7 e 15 dias ao tratamento, esses locais
necrosados ocuparam dimensfes maiores ao longo do tecido, principalmente nas
proximidades do péancreas exécrino intra-hepatico. No rim dos peixes expostos ao
triclorfom, observou-se reducdo da coloracdo citoplasmatica das células dos tubulos
contorcidos, espessamento da capsula glomerular e colapso do glomérulo provocando
um aumento do espaco pericapsular de Bowman. Os peixes expostos a concentracao
de 0,025 mg/L ndo apresentaram alterag6es na estrutura branquial em relagéo ao grupo
controle. Porém, os peixes expostos aos tratamentos com 0,05 e 0,1 mg/L de triclorfom
apresentaram alteragbes histolégicas nas branquias em relagdo aos grupos controle e
0,025 mg/L de triclorfom, tais como hiperplasia das células das lamelas, edema
subepitelial, fusdo lamelar; telangiectasia e congestdo em algumas regioes.

PALAVRAS - CHAVE: organofosforado, triclorfom, peixe, praguicida, histopatologia
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HISTOPATHOLOGY OF LIVER, KIDNEY AND GILLS OF PACU (Piaractus
mesopotamicus, HOLMBERG, 1887) EXPOSED TO SUBLETHAL
CONCENTRATIONS OF TRICHLORFON

ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate the effect of sublethal concentrations of
trichlorfon in the structure of liver, kidney and gills of pacu (Piaractus mesopotamicus).
Fish were exposed to concentrations of 0.0 — 0.025 — 0.05 — 0.1 mg/L of trichlorfon and
sampled 1,2,7 and 15 days after. Organs were collected, fixed in Bouin’s fluid, included
in paraffin, and 5 ym sections were stained with hematoxylin and eosin (HE). In the liver
of fish exposed to trichlorfom was observed the loss of regular form and cordonal
arrangement of cells, displacement of nucleus for the periphery and cellular fusion. In
some regions there were focal areas of necrosis, characterized by the presence of cells
with pycnotic nucleus, hypertrophied cells and absence of cytoplasmic coloration. After 1
and 2 days of exposure, the liver showed focal areas of necrosis, however after 7 and
15 days of treatment, those necrosed regions occupied larger dimensions along the
tissue, mainly close to the intrahepatic exocrine pancreas. The kidney of exposed fish
showed reduction of cytoplasmic coloration in the convoluted tubules cells and it still
observed thickening of glomerular capsule and glomerular collapse expanding the
Bowman'’s space. Fish exposed to concentration 0.025 mg/L did not showed alterations
in the branchiae structure in relation to the control group. However, fish exposed to 0.05
and 0.1 mg/L of trichlorfon showed histological alteration in gills in relation to the control
and 0.025 mg/L groups, such as: hiperplasia of lamellar cells; subepithelial edema and

lamellar fusion; telangiectasia and congestion in some areas.

Key words — organophosphorus, trichlorfon, fish, pesticide, histopathology
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1. INTRODUCAO

Os praguicidas sao compostos quimicos usados pelo homem para destruir,
repelir ou mitigar pragas, animais, fungos, plantas daninhas terrestres e aquaticas,
podendo causar danos a saude das pessoas, dos animais € ao meio ambiente. Podem
ser classificados correlacionando o organismo envolvido no seu emprego com a sua
estrutura quimica. Neste contexto, os organofosforados estao incluidos nos grupos dos
inseticidas organosintéticos, fungicidas, nematicidas e acaricidas (LARINI, 1999).

Os organofosforados sdo amplamente utilizados na agropecuaria, finalizando seu
percurso, muitas vezes, em aguas dos rios e mares causando problemas ambientais e
intoxicacdes para 0s peixes e organismos aquaticos de acordo da sua toxicidade,
dosagem e tempo de exposicdo. Apesar do problema da contaminagdo da agua, os
organofosforados sao utilizados na piscicultura para controle de ectoparasitos. O
organofosforado triclorfom € usado no controle de crustaceos, copépodos e cladoceros
planctonicos, mas nao afeta rotiferos e fitoplancton (MARTINS, 1998). O triclorfom &
usado também para erradicar trematdédeos de extensiva gama de espécies de peixes
(JUAREZ & ROUSE, 1983).

Ha muitas formas de analisar os efeitos de substancias que agridem o ambiente
e uma delas seria o estudo da relacdo causa-efeito por meio da realizagdo de
bioensaios para pesquisar as alteracbes histopatoldégicas em peixes (RAND &
PETROCELLI, 1985; STRAUS & CHAMBERS, 1995).

O organismo animal responde a estimulos por meio do sistema nervoso central e
organiza a defesa biologica, HASCHEK & ROUSSEAUX (1996) relataram que muitas
vezes na tentativa de se defender do estresse provocado por um xenobibdtico, a célula
acaba se prejudicando, respondendo a injuria celular de modo reversivel ou letal. A
morte celular ocorre por mecanismos de necrose ou apoptose. Na injuria aguda
reversivel, as células apresentam-se hipertrofiadas, com sinais de esteatose, podendo
apresentar também alteracdes na permeabilidade da membrana.

Assim, torna-se necessario avaliar aspectos histopatoldgicos de peixes para o

monitoramento de contaminacdo ambiental. As primeiras respostas histopatologicas
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associadas aos organofosforados normalmente acontecem no figado, pois € o 6rgao
responsavel pelo metabolismo de substancias toxicas em geral (FANTA et al., 2003).
Segundo INTERNATIONAL PROGRAME ON CHEMICAL SAFETY (1992), a capacidade
dos praguicidas em provocar lesdes depende da sua toxicidade, dosagem e tempo de
exposicao sendo que o potencial téxico do triclorfom para peixes e sua eficiéncia no
controle dos ectoparasitos sdo atenuados sob condi¢cdes de elevada temperatura, pH e
alcalinidade total da agua.

Os organofosforados, mesmo em niveis subletais, provocam varias alteracdes
em diferentes niveis de organizacao biolégica (bioquimicos, morfolégicos e fisiol6gicos)
dos peixes, implicando na diminuigdo da capacidade de vida dos animais devido lesdes
branquiais e hepaticas, capacidade de competicao por alimentos e baixa resisténcia a
doencas que poderdo alterar a composicao da fauna local, levando a consequéncias
ecoldgicas (FANTA et al., 2003).

Estudos em organismos aquaticos tem demonstrado que o triclorfom pode
causar varios efeitos subletais tais como o efeito agudo em bago de Prochilodus scrofa
(RODRIGUES et al., 1997), toxicidade aguda em Macrobrachium rosenbergii (JUAREZ
& ROUSE (1983), alteracoes hematoldgicas em Cyprinus carpio (RANZANI-PAIVA et al.
1987), alteracdes hematoldgicas em Prochilodus scrofa (RANZANI-PAIVA et al. 1997),
lesbes histopatolégicas em figado de Prochilodus lineatus (RODRIGUES et al. 2001), e
parametros hematoldgicos e atividade da acetilcolinesterase em Cyprinus carpio
(CHANDRASEKARA & PATHIRATNE, 2005).

RODRIGUES et al. (2001) avaliaram as alteragdes histologicas em figado de
curimbata (Prochilodus lineatus) expostos a 0,2 uL/L de triclorfom apds 24 e 48 horas
de exposicao e observaram migracao lateral do nucleo dos hepatécitos, nucleos com
varios didmetros e diferentes graus de densidade, picnose e necrose. RODRIGUES et
al. (1998) observaram o figado de Brachydanio rerio ap6s 24 horas de exposicao ao
organofosforado Dimetoato na concentragdo de 0.025 ulL/L e concluiram que houve
descentralizacdo de alguns nucleos dos hepatécitos, aumento da granulacdo do

citoplasma seguida de necrose.
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O figado pode ser considerado como érgao biomarcador da poluicdo ambiental e,
por isso, pode ser usado para estudo de parametros ambientais e biolégicos, sendo que
seu metabolismo pode ser alterado devido a varios fatores: alimentos, poluentes,
toxinas, metais pesados, parasitas e microorganismos (BRUSLE & ANADON, 1996).

Nos teledsteos, o rim localiza-se dorsalmente, junto a coluna vertebral e é
dividido em rim anterior, que contém na grande maioria dos peixes, tecido
hematopoiético e rim posterior que possui os diversos tubulos (HEATH, 1995). GILL et
al. (1988) observaram as lesbes no rim de Puntis conchonius quando expostos ao
dimetoato. Os efeitos patolégicos foram mais evidentes nas células do epitélio renal, as
quais incluiram hipertrofia, nucleo picnético, inchago de espaco de Bowman e colapso
glomular. FANTA (1991) relata que os organofosforados induzem separacdo das
células dos tubulos renais e degeneracao da capsula.

As branquias dos peixes exercem funcdes vitais na respiracao, osmorregulacao e
excrecao, podendo também oferecer subsidios a estudos de impacto ambiental, porque
€ um érgdo em contato direto com a agua e podem desenvolver patologias tais como
degeneracao vacuolar, necrose, alteracoes nas células pilares e hemorragias (HIBIYA,
1982). As branquias sado divididas em arcos branquiais e esses sao constituidos por
flamentos que exercem a fungdo das trocas gasosas (BALDISSEROTTO, 2002).
Segundo FANTA et al. (2003), a desorganizagdo branquial diminui a eficiéncia na
absorgao do oxigénio.

O objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos histopatoldégicos das
concentragdes subletais do triclorfom em figado, rim e branquias de pacu.

2. MATERIAL E METODOS

O pacu (Piaractus mesopotamicus) foi o peixe utilizado nesse bioensaio, sem
distincdo de sexo. O experimento foi realizado com exemplares jovens, divididos em
lotes homogéneos e isentos de contato prévio com agrotéxicos, no biotério do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da Universidade Estadual Paulista da
FCAV/UNESP - Jaboticabal/SP.
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O padréao analitico do triclorfom foi adquirido da Sigma (96%). Nome quimico:
Dimetil (2, 2, 2 - tricloro — 1 — hidroxietil) fosfonato CAS [52-68-6]. Nome comercial:
Triclorfom, Dipterex, Tugon, Neguvon, etc.

No experimento foram utilizados 120 espécimes de pacu, com peso corporeo
médio de 75 g. Os peixes foram selecionados, pesados e aclimatados em caixas de
amianto revestidas com tinta epdxi, com capacidade de 100 L, pelo periodo de duas
semanas visando a deteccao de parasitos, doencas e recuperacdo do estresse da
captura e transporte. As condigdes ambientais foram monitoradas e os parametros
avaliados foram: temperatura de 26,9 £+ 0,4 °C; pH 7,7 £ 0,1; oxigénio dissolvido 8,8 +
0,5 mg/L; alcalinidade 146 + 11 mg/L; dureza 34 £ 5 mg/L; aménia ndo ionizada 0,12 +
0,1 mg/L onde nado foram observadas alteragcdes que pudessem interferir nos
resultados. A temperatura e o oxigénio dissolvido foram quantificados com oximetro da
marca Instrutherm, mod MO-890. O pH com pHametro da marca HANNA. A dureza da
agua foi calculada pelo método titulométrico com EDTA (APHA, 1991), a alcalinidade
pelo método titulométrico (GOLTERMANN et al. 1978) e a amdnia n&o ionizada pelo
reagente de Nessler.

Durante esse periodo, a alimentagdo oferecida foi ragdo comercial. Foram
realizados testes preliminares para determinacdo da concentracao letal do triclorfom
(Clso,96n). Com base no intervalo compreendido entre a maior concentragdo néo letal e a
menor concentracdo letal dos testes preliminares, foi possivel determinar as
concentra¢des usadas no experimento: 0,0 — 0,025 — 0,05 — 0,1 mg/L. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado com 4 tratamentos (concentragées)
e 3 repetigdes/tratamento.

Os efeitos subagudos do triclorfom nos peixes foram avaliados aos 1, 2, 7 e 15
dias. Para a exposi¢cdo a droga o fluxo de agua foi interrompido por 24 horas, sendo
mantida a oxigenagao. Apds as 24 horas iniciais de exposi¢ao, foi realizado a primeira
coleta (1 dia) e o fluxo de agua foi restabelecido em todas as caixas na vazao de 400
mL/ min até o final do experimento. Nos dias de coleta, os peixes foram mantidos em
jejum por 24 horas. Nas coletas 1 e 2 dias, trés peixes por repeticao foram sacrificados

para a retirada do material biolégico (n=9). Entretanto nas coletas dos 7 e 15 dias foram
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retirados 2 exemplares/repeticdo (n=6). Os peixes foram capturados e imediatamente
anestesiados com benzocaina adicionada na agua na concentracdao de 1g/15L
(CARNEIRO & URBINATI 2001). Em seguida, foi realizada a incisdo na regido ventral
do corpo para proceder a retirada do figado, rim e branquias. A analise histoldgica foi
realizada no Laboratério de Histologia do Departamento de Morfologia da FCAV -
UNESP — Jaboticabal.

Os o¢rgaos foram coletados em porgcoes de tamanhos compativeis para a
obtencédo de uma boa fixacao (4,0 mm de espessura). A fixacao foi feita por imersdo em
solugao fixadora de Bouin, durante vinte e quatro horas. Os fragmentos colhidos foram
processados na rotina histologica (desidratacdo em etanol em séries crescentes de
concentracao, diafanizacdo em xilol, infiltracdo com a mistura xilol:parafina e inclusao
final em parafina). Em seguida, os tecidos foram seccionados em micr6tomo a uma
espessura de 5,0 ym e as laminas coradas pela Hematoxilina-Eosina (BEHMER et al.,
1976). ApoOs andlise das laminas e selegao dos cortes, esses foram fotodocumentados
em fotomicroscopio AXIOSKOP — ZEISS.

3. RESULTADOS
3.1. Figado

No tratamento controle, os hepatécitos do pacu apresentavam formas esférica ou
hexagonal com o nucleo localizado na regidao mediana da célula, exibindo nucléolo e
cromatina dispostos proximos a carioteca. O citoplasma dessas células mostrava uma
leve coloragao résea. Os hepatdcitos eram limitados por pequenos vasos sanglineos
conhecidos como capilares sinuséides. Esses formavam uma espécie de rede e os
hepatdcitos que eram encontrados ao redor dessa rede, estavam dispostos de forma
cordonal. No figado, encontrava-se a veia central que se ramificava em vénulas
menores até formar os sinusoéides (Figura 1- A).

Os condutos biliares eram formados por uma camada mucosa constituida por
epitélio com células de formato cubico e tecido conjuntivo. No tecido hepatico foi
possivel observar entremeadas aos hepatécitos, células provenientes do tecido
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pancreatico exdcrino. Essas células apresentavam formato arredondado e nucleo basal,
constituindo o pancreas exocrino intra-hepético (Figura 1 - B).

No tratamento com 0,025 mg/L de triclorfom, 1 dia apds exposi¢do, nao foram
observadas alteracbes histoldgicas em relacdo ao tratamento controle. Porém no
mesmo tratamento, nas demais coletas, observou-se a perda do formato regular das
células hepaticas, deslocamento do nucleo para a periferia da célula e ainda fusao
celular. O arranjo cordonal dos hepatécitos foi 0 mesmo encontrado no tratamento
controle (Figura 1 - C).

No tratamento com 0,05 mg/L de triclorfom, durante todo o periodo experimental
foi observado que as células hepéticas também apresentaram perda do formato regular,
deslocamento do nucleo para periferia e ainda perda no arranjo cordonal dos
hepatdcitos. Em algumas regides do corte, observou-se células em processo de
necrose, caracterizadas pela presenca de células com nucleo picnético, auséncia de
coloragcao no citoplasma e a presenga de células hipertrofiadas. Na coleta 1 € 2, o
figado dos peixes apresentou areas de necroses focais, que na terceira e quarta coleta
aumentaram de extensao, principalmente nas proximidades do pancreas exdcrino intra
hepatico. Nos exemplares que foram expostos a concentragdo de 0,1 mg/L, verificou-
se alteracOes similares as descritas para o tratamento com 0,05mg/L, porém com maior
severidade ao longo dos dias apo6s o tratamento (Figura 1 — D e E). O tecido hepético
dos animais apresentou muitos focos de necrose.

3.2. Rim

O tecido renal dos peixes do tratamento controle, apresentava-se envolvido por
uma delgada capsula de tecido conjuntivo frouxo. O rim era composto pelos néfrons e
tecido hematopoiético. Cada néfron era constituido pelo glomérulo, cdpsula glomerular,
tubulo coletor e tdbulos contorcidos proximais e distais.

O corpusculo renal era formado pelo glomérulo e pela capsula glomerular, esta
constituida por células achatadas dispostas em duas camadas, uma externa e outra
interna que envolvia o glomérulo. Entre o glomérulo e a capsula glomerular, foi

observado o espago capsular (Figura 2 - A).
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Os tubulos contorcidos proximais e distais formados por células cuboidais,
nucleos esféricos localizados na regido central ou basal das células, com um ou mais
nucléolos. As células dos tubulos contorcidos proximais possuiam microvilos
densamente arranjados no limen e com maior afinidade pela eosina (acidéfilo). As
células dos tubulos contorcidos distais ndo mostravam microvilos (Figura 2— B).

Nos exemplares do tratamento com 0,025 mg/L de triclorfom n&o foram
observadas alteragées no tecido renal. No tratamento com 0,05 mg/L de triclorfom,
observou-se que o rim dos peixes apresentou, a partir do segundo dia de exposicao,
diminuicdo da coloracdo citoplasmatica das células constituintes dos tdbulos
contorcidos e ainda foram observados espessamento da capsula glomerular e colapso
do glomérulo, criando um aumento do espaco pericapsular de Bowman. Observou-se
também a presenca de centros melanomacréfagos (Figura 2— C). No tratamento com
0,1 mg/L de triclorfom, observou-se as mesmas alteracées encontradas no tratamento
de 0,05 mg/L de triclorfom, porém nesse tratamento as modificacées foram mais
acentuadas e constatadas desde o primeiro dia de exposi¢do ao agrotéxico (Figura 2-
D).

3.3. Branquias

Nos peixes do tratamento controle as branquias, anatomicamente, eram
constituidas por quatro arcos branquiais. Nesses, os filamentos delgados das branquias
originavam duas linhas que se uniram na base por um septo branquial. Os filamentos
branquiais estavam alinhados formando as lamelas secundarias. Histologicamente, as
lamelas secundarias mostravam-se recobertas por células epiteliais, tendo em seu
interior células pilares, células mucosas e células de cloreto.

Os peixes expostos a concentragao de 0,025 mg/L de triclorfom durante todo o
periodo experimental, ndo apresentaram altera¢cées na estrutura branquial em relagao
ao grupo controle. Porém, os peixes expostos aos tratamentos com 0,05 e 0,1 mg de
triclorfom/L apresentaram alteragdes nas branquias em relagdo ao grupo controle e
0,025 mg/L, tais como hiperplasia das células das lamelas primarias e secundarias,
edema subepitelial em algumas éareas, fusdo lamelar, telangiectasia e congestdo em

algumas regides (Figura 3).
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Figura 1. Fotomicrografia de figado de pacu (HE). A- organizacao cordonal dos hepatécitos (h), veia centrolobular (v).
Tratamento controle — 200x. B - pancreas exocrino intra-hepatico (p), conduto biliar (cb). Tratamento controle — 100x.
C - areas de necrose (n). Tratamento 0,025 mg/L (1 dia) — 400x. D — areas de necrose (n). Tratamento 0,05 mg/L (7
dias) — 400x. E — areas de necrose (n). Tratamento 0,1 mg/L (7 dias) — 200x.



Figura 2. Fotomicrografia de rim de pacu (HE). A — organizacdo do rim — cdpsula de Bowman
(cb), tecido hematopoético (th). Tratamento controle — 400x. B — Tubulos renais — Tratamento
controle — 400x. C — Aumento do espago pericapsular (e). Tratamento 0,05 mg/L (7 dias) — 400x.
D - area com necrose e desarranjo do parénquima (d), centros melanomacréfagos (cm).
Tratamento 0.1 ma/L (7 dias) — 400x.

50
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Figura 3. Fotomicrografia de branquias de pacu (HE). A. organizacdo dos filamentos (f) e lamelas () —
Tratamento controle — 200x. B. telangiectasia (1), hiperplasia das células de revestimento interlamelar (h).
Tratamento 0,05 mg/L (1 dia) — 400x. C. edema subepitelial nas lamelas (e). Tratamento 0,05 mg/L (1 dia) —
400x. D. fusao lamelar nas branquias (fl). Tratamento 0,1 mg/L (1 dia) — 400x. E. congestédo nas lamelas (c).
Tratamento 0,1 mg/L (15 dias) — 400x. F. edema subepitelial nas lamelas (e). Tratamento 0,1 mg/L (1 dia) —

400x.
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4. DISCUSSAO

Neste estudo, a histoarquitetura hepatica do grupo controle observada em
Piaractus mesopotamicus, € semelhante a observada em Salmo gairdneri por
HAMPTON et al. (1988), como também na maioria dos teledsteos descrita por
HAMPTON et al. (1985) e HIBIYA (1982).

No pacu, como nos demais teledsteos, o tecido pancreatico acompanha a veia
porta a partir do momento em que ela emerge da serosa intestinal (ARANA, 1991).
Nesta pesquisa, no tecido hepatico, é possivel observar entremeadas aos hepatdcitos,
células provenientes do tecido pancreatico exdcrino. YOUSON & AL-MAHROUKI (1999)
relataram que, nos teledsteos, a diversidade estrutural do pancreas exdcrino € grande e
0 aspecto mais comum é o pancreas exdcrino difuso que se distribui entre os ductos
biliares e vesicula biliar, vasos sanglineos abdominais, trato gastrointestinal e no
figado.

O fato do figado ser um dos locais mais ativos no processo da metabolizagéao e
na tentativa de neutralizagdo dos efeitos do organofosforado em doses subletais, nas
primeiras horas apds exposi¢cao ao triclorfom, notou-se a ocorréncia da migragdo dos
nucleos para a periferia, seguida de hipertrofia das células e necrose, concordando com
relatos de FANTA (1991). RODRIGUES et al., (1998) também observaram necrose
focal no tecido hepético em Brachydanio rerio.

FANTA et al. (2003), analisando os efeitos da contaminagao do metil paration em
Corydoras paleatus, constataram que a forma dos hepatdcitos tornou-se irregular, os
nucleos estavam em uma posicao lateral, préximos a membrana da célula e alguns
mostraram-se picnéticos, com cromatina densa e necrose focal.

GILL et al. (1988), observando figado de Puntius conchonius notaram que 0s
hepatocitos estavam hipertrofiados e vacuolizados quando expostos a baixa
concentracao do carbamato carbaril (0,194 mg/L por 15 dias), porém na concentracao
de 0,306 mg/L apés 30 dias da exposicdo, apresentaram picnose e necrose focal.
Varias vacuolizagdes e picnoses nucleares ocorreram no figado dessa mesma espécie

exposta a concentracdo de 0,434 mg/L de dimetoato (60 dias) e desarranjo dos
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corddes hepaticos e necrose, na concentracdo de 0,683 mg/L de dimetoato. As
diferentes lesdes hepaticas descritas nesses estudos assim como as constatadas no
presente trabalho podem ser atribuidas a diversidade de espécies usadas em diferentes
produtos e tempos de exposicao.

CRUZ (2005) observou, em figado de pacu exposto ao organofosforado metil
paration, a presenca de congestao, hipertrofia dos hepatécitos, desorganizacdo do
arranjo cordonal e necrose. Considerando que, neste estudo, as alteracdes observadas
no tecido hepatico de pacu sdao semelhantes aquelas verificadas em outros estudos de
figado de outras espécies de peixes expostos a organofosforados, conclui-se que o
triclorfom tem relacdo com as alteragdes hepaticas pois os hepatdcitos podem ser
considerados alvos da toxicidade dos organofosforado caracterizando o figado como
6rgao biomarcador da poluicdo ambiental.

O aspecto histolégico do rim descrito para os peixes do tratamento controle
nesse estudo estd de acordo com o descrito por HIBIYA (1982). Descricbes de
alteragdes renais por diferentes trabalhos expostos a uma variedade de praguicidas
estdo de acordo com os resultados encontrados nesse trabalho. FANTA (1991) relatou
que algumas substancias sao transformadas em outros compostos e séao
posteriormente eliminado pelo rim, consequentemente afetando a capsula de Bowman.

ANEES, (1976) descreveu vérias lesdes incluindo mudangas degenerativas e
necrose no epitelio tubular e grande aumento dos centros melanomacréfagos. Em
peixes a principal localizagdo dos melanomacréfagos € observada na derme,
hipoderme, rim, figado e pequenos grupos de células do sangue e vasos linfaticos
(AGIUS & ROBERTS, 1981).

GILL et al. (1988) observaram as lesdes no rim de Puntius conchonius causadas
pela exposicdo ao dimetoato. Os efeitos patoldégicos mais evidentes foram hipertrofia
das células do epitélio renal, além de picnose, inchaco do espaco de Bowman e colapso
glomerular.

As alteracbes histologicas nas branquias provocadas pelo triclorfom foram
similares as descritas por FANTA et al. (2003), onde as branquias de C. paleatus apo6s

exposicdo ao organofosforado exibiram edema subepitelial e desorganizacdo da
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estrutura branquial. RICHMONDS & DUTTA (1989), observaram além do edema
subepitelial, fusdo lamelar e necrose em L. macrochirus exposto ao organofosforado.

HIBIYA (1982) relatou que muitos agentes patoldgicos podem produzir alteracoes
histolégicas nas branquias, como edema e hiperplasia epitelial das lamelas
secundarias, infiltracao de células epiteliais, fusao lamelar, como também a morte de
células mucosas, devido a longos periodos de hipersecrecao de muco; alteracdes estas
decorrentes de uma resposta defensiva crénica a infeccoes parasitarias, bacterianas ou
a irritantes quimicos.

Os efeitos histopatolégicos nas branquias provocadas pelo triclorfom foram
similares as descritas por CRUZ (2005). Segundo este autor, o organofosforado
paration pode ter atingido as branquias do pacu pela superficie externa da lamela
secundaria e pela corrente circulatéria ocorrendo congestao nas lamelas secundarias,
edema subepitelial, telangiectasia e desorganizacao da lamela secundaria.

Os resultados obtidos neste estudo, mostraram alteracdes significativas nas
branquias que sao importantes 6rgaos para a manutencdo do equilibrio i6nico e
osmético em peixes. A hipertrofia e hiperplasia das células resultam em aumento da
distancia de difusdo agua-sangue nas lamelas que pode dificultar a absorcdo de
oxigénio do meio aquatico e a excregao de gas carbdnico (BALDISSEROTTO, 2002). O
efeito secundario da desorganizacao da estrutura branquial € devido a menor eficiéncia
na absorcao de oxigénio e ao aumento da distancia de difusdao lamelar (FANTA et al.,
2003).

As observacdes presentes neste trabalho permitem concluir que a espécie
Piaractus mesopotamicus foi considerada um bom modelo bioldgico para este estudo,
pois adaptou-se bem as condigdes laboratoriais € a manipulagdo durante o
experimento. Mesmo em doses subletais, o triclorfom provocou efeitos histopatolégicos
no figado, rim e branquias de exemplares juvenis de pacu quando comparados ao
grupo controle. As lesdes observadas nos tecidos podem comprometer a capacidade de
crescimento e desenvolvimento dos peixes e a qualidade do ambiente aquéatico quando
expostos ao triclorfom.
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