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RESUMO 

 

Toxicidade aguda e subaguda do triclorfon no tambaqui 
(Colossoma macropomum CUVIER, 1836) 

 

O uso extensivo de defensivos agrícolas é a principal causa da contaminação 
ambiental. A utilização de organofosforados tem sido recomendada em pisciculturas, 
principalmente, o triclorfon para o controle de parasitoses. A presença deste 
xenobiótico no ambiente aquático pode causar alterações fisiológicas e até a morte 
dos animais, levando a perdas econômicas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a 
toxicidade aguda, pela avaliação da concentração letal média (CL50-96h) e verificar se 
houve alterações fisiológicas em concentrações subletais utilizando parâmetros 
hematológicos e frequência de micronúcleos como biomarcadores. Na determinação 
da CL50-96h, os animais foram acondicionados em caixas de fibra (500 L) onde 
permaneceram por vinte dias para adaptação e recuperação do estresse no 
transporte. Os indivíduos foram alimentados com ração comercial ad libitum, sendo 
interrompida 24 horas antes do início do experimento. Durante o período 
experimental os animais permaneceram em jejum. O delineamento experimental 
utilizado foi o inteiramente casualisado com 5 tratamentos (controle, 0.125, 0.25, 
0.50, 1.00 mg L-1 de triclorfon), com três repetições não ultrapassando a densidade 
de 1g de peixe por litro. O bioensaio foi realizado em sistema semi-estático e a 
avaliação da mortalidade foi feita a cada 24 horas e ao final de 96 horas os 
resultados analisados pelo programa estatístico Trimmed Spearman-Karber sendo a 
CL50-96h = 0.82 mg L-1.  Na avaliação dos efeitos subletais, amostras de sangue 
coletadas pela veia caudal, com seringas previamente lavadas com EDTA (10%) 
foram separadas em alíquotas para determinação do hematócrito, contagem de 
eritrócitos, taxa de hemoglobina, índices hematimétricos, confecção de extensões 
sanguíneas para contagem total e diferencial de leucócitos e para a realização do 
teste do micronúcleo. Submeteu-se os resultados a analise de variância com 95% de 
confiabilidade. Alterações marcantes foram evidenciadas nos leucócitos, com 
elevação nas quantidades de linfócitos e trombócitos e redução nos monócitos. O 
teste do micronúcleo revelou possível ação genotóxica do triclorfon em tambaqui (C. 
macropomum), com aumento significativo na freqüência de micronúcleos. Estes 
resultados apontam que mesmo em pequenas concentrações, o triclorfon causa 
alterações fisiológicas podendo comprometer a saúde dos animais e a viabilidade 
econômica da piscicultura. 
 
Palavras-chave: biomarcadores, Colossoma macropomum, toxicidade, triclorfon. 
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ABSTRACT 

 

Acute and subacute toxicity of thriclorfon in tambaqui  
(Colossoma macropomum CUVIER, 1836) 

 

The extensive use of agricultural chemicals is the main cause of environmental 
contamination. The use of organophosphates has been recommended for fish, 
especially the trichorfon to control parasites. The presence of xenobiotics in the 
aquatic environment may cause physiological changes and even death of animals 
leading to economic losses. The objective of this study was to evaluate the acute 
toxicity evaluation of the median lethal concentration (LC50-96h) and verify whether 
physiological changes in sublethal concentrations, using haematological parameters 
and frequency of micronuclei as biomarkers. In determining the CL50-96h, the animals 
were packed in boxes of fiber (500L) where they remained for twenty days for 
adaptation and recovery of stress in the transport. Individuals were fed commercial 
diets ad libitum and stopped 24 hours before the experiment. During the 
experimental period the animals remained unfed. The experimental design was a 
randomized with 5 treatments (control, 0.125, 0.25, 0.50 e 1.00 mg L-1 trichlorofn) 
with three replicates not exceeding a density of 1g of fish per liter. The bioassay was 
conducted in semi-static system and assessment of mortality was done every 24 
hours and the end of 96 hours the results were analyzed by statistical program 
Trimmed Spearman-Karber and the CL50-96h = 0.82 mg L-1. In the assessment of 
subletal effects, blood samples collected by tail vein with syringes previously rinsed 
with EDTA (10%) were separated into aliquots for determination of haematocrit, 
erythrocyte count, rate of hemoglobin, erythrocytes indices, construction of 
extensions to blood count total and differential counts of leukocytes and the 
realization of the micronucleus test. Submitted the results to analysis of variance with 
95% reliability. Significant changes were found in leukocytes, with increase in the 
amounts of lynphocytes and thrombocytes and reduction in monocytes. The 
micronucleos test showed possible genotoxic action of trichlorfon on tambaqui (C. 
macropomum), with significant increase in the frequency of micronuclei. These 
results indicate that physiological chances may compromise the health of animal and 
the economic viability of farming. 

Keyworlds: Biomarkers, Colossoma macropomum, toxicity, trichlorfon.  
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1 – INTRODUÇAO 

 A ecotoxicologia avalia o uso e a disposição de substâncias que possam 

causar problemas (direta ou indiretamente) aos ecossistemas, assim como seus 

efeitos nos organismos vivos. Os ecossistemas aquáticos têm ganhado mais 

atenção, pois além da contaminação proveniente do ar e do solo, nesses sistemas, 

outras substâncias podem eventualmente atingir o meio aquático na sua forma 

original ou como produto de transformação (BERTOLETTI, 1990).  

Em ambientes aquáticos a contaminação pode não ser percebida 

imediatamente, pois esta não se dá de forma direta. Em áreas agrícolas, por 

exemplo, a lixiviação de águas superficiais e a infiltração da água intersticial para 

rios e lagos podem introduzir nutrientes e agrotóxicos, em quantidades substanciais 

(MARTINEZ & CÓLUS, 2002).  

Os agrotóxicos estão sendo reconhecidos como importantes causadores de 

alterações ambientais, pois estes alcançam os ambientes aquáticos pela aplicação 

intencional, deriva e escoamento superficial a partir de áreas onde ocorreram 

aplicações (TOMITA & BEYRUTH, 2002). 

Em pisciculturas, os organofosforados, são os mais utilizados no controle de 

parasitoses (RODRIGUES et al., 1997), no entanto, é feita de forma indiscriminada, 

causando danos fisiológicos e prejuízos econômicos. Dentre os organofosforados, o 

triclorfon tem sido recomendado por alguns autores, como kubitza (1998) e Pavanelli 

et al. (1999). 

A preocupação ambiental nos ecossistemas tropicais aumentou na última 

década. Pesquisas têm sido realizadas sobre o impacto de contaminantes nos 

ecossistemas tropicais e, sendo assim, a ecotoxicologia torna-se importante 

ferramenta na elucidação dos efeitos de contaminantes em organismos aquáticos e 

terrestres nativos (MARTINEZ & CÓLUS, 2002). 

 Na ecotoxicologia, a avaliação da qualidade dos sistemas aquáticos e da 

saúde animal tem requerido o desenvolvimento de biomarcadores para o estudo da 

poluição ambiental (MIRANDA, 2006). Assim, a caracterização dos efeitos tóxicos 

nos organismos aquáticos pode ser avaliada pela mortalidade (efeito letal), por 

alterações no crescimento, patológico, bioquímico e fisiológico (efeitos subletais) 

(WHO, 1993).  
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Com o intuito de alertar produtores, consumidores e os demais profissionais 

envolvidos na cadeia piscícola sobre os possíveis efeitos negativos da utilização de 

quimioterápicos no controle de parasitoses, o presente estudo visa investigar a ação 

do inseticida, triclorofon, recomendado nos sistemas de produção, sobre o tambaqui 

(Colossoma macropomum). 
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2 – REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 - Degradação dos Recursos hídricos  

  

Água é um recurso ou bem econômico, porque é finita, vulnerável e essencial 

para a conservação da vida e do meio ambiente, também sendo considerada como 

um recurso ambiental, pois a alteração adversa desse recurso pode contribuir para a 

degradação da qualidade ambiental (BORSOI & TORRES, 1997). Nas últimas 

décadas, esse precioso recurso natural vem sendo ameaçado pelas ações indevidas 

do homem, o que acaba resultando em prejuízo para a própria humanidade 

(MORAES & JORDÃO 2002).  

 O Brasil possui grande extensão de recursos hídricos, no entanto, também 

tem a tendência de desperdiçá-los. A precariedade dos sistemas de água e de 

esgoto sanitário e industrial, o uso de soluções de defensivos agrícolas, a 

inadequação para o destino do lixo, a ausência ou insuficiência de medidas de 

proteção dos mananciais, e os níveis de poluição e contaminação hídrica, 

atmosférica, do solo, do subsolo e alimentar (MAGALHÃES, 1995), contribuem pela 

degradação do ambiente aquático. 

Segundo Barros, SILVA & Sosa (2005) as principais causas da deterioração 

das bacias hidrográficas e, conseqüentemente, dos mananciais, são: 

desmatamentos, a falta de conservação dos solos, lavouras e estradas, 

assoreamento, introdução de agrotóxicos, poluição por esgotos e lixos domésticos e 

hospitalares, esgotos industriais e da agricultura (por agrotóxicos e suas 

embalagens) e a expansão urbana, com a ocupação desordenada do solo, sem 

planejamento ambiental ou urbano adequado. 

 Os agrotóxicos são reconhecidos como causadores de alterações ambientais 

e podem alcançar os ambientes aquáticos pela aplicação intencional, deriva e 

escoamento superficial a partir de áreas onde ocorreram aplicações (TOMITA & 

BEYRUTH, 2002). E a percolação desses pelo perfil dos solos pode ocasionar a 

contaminação de lençóis freáticos, sendo transportados pelo sistema aquático por 

difusão nas correntes de água ou nos corpos dos organismos aquáticos (SILVIA & 

SANTOS, 2007), assim a contaminação pode ocorrer em animais que se encontram 

longe do foco de poluição (Figura 1). 
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Figura 1 - Caminho percorrido pelos agrotóxicos em ecossistemas aquáticos (adaptado de Nimmo,    
                1985). 
 

Dependendo das características físico-químicas, o resíduo do agrotóxico uma 

vez na água, pode tanto se ligar ao material particulado em suspensão, como se 

depositar no sedimento do fundo ou ser absorvido por organismos, podendo então 

ser desintoxicado ou acumulados (SILVIA & SANTOS, 2007). Nesse contexto, os 

peixes são os mais afetados por estarem no topo da cadeia alimentar, podendo 

ainda servir de veículo de contaminação ao homem via consumo. 

 

2.2 – Organofosforados na piscicultura 

  

A piscicultura é uma atividade importante como fonte de proteína animal para 

o consumo humano, no entanto, o desenvolvimento da aquicultura nos últimos anos 

enfrenta problemas relacionados à alimentação, qualidade da água, doenças 

infecciosas e parasitárias com significativos prejuízos econômicos (CECCARLLI et 

al., 1990; PAVANELLI et al.,2002; MARTINS et al., 2002). 

 Ataques de predadores ou parasitas causam prejuízos devido à redução no 

crescimento e mortalidade, sendo os insetos aquáticos considerados os que mais 

causam perdas na fase de alevinagem (GARÁDI et al.,1988). Na aquicultura os 

inseticidas organofosforados são empregados no controle de odonatas, principal 
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inseto predador de peixes (MATAQUEIRO, 2002) e utilizados no controle e 

tratamento de demais predadores (CARR & CHAMBERS, 1996). Na piscicultura 

estes tem a finalidade de eliminar e controlar ectoparasitas (RODRIGUES et al., 

1997). 

 Os organoclorados apresentam maior persistência no meio ambiente e 

tendência de acumulação na cadeia trófica, ao contrário dos organofosforados que 

são mais biodegradáveis e apresentam menor persistência no ambiente (BEGUM & 

VIJAYARAGHAVAN, 1995; VARÓ et al., 2000; PEHKONEN & ZHANG, 2002; 

SOGORB & VILANOVA, 2002; NEMR & ABD-ALLAH, 2004). Com isso os pesticidas 

organofosforados têm sido usados em substituição aos compostos organoclorados 

nas atividades agrícolas (VARÓ et al., 2000; PEHKONEN & ZHANG, 2002). No 

entanto, seu uso resulta em poluição ambiental, contaminação dos peixes de cultivo 

e demais organismos da cadeia aquática (RANZANI-PAIVA et al., 1997 & 

RODRIGUES et al., 1997). A utilização dos organofosforados no controle de 

ectoparasitas na piscicultura tem causado alterações fisiológicas em peixes mesmo 

em concentrações subletais (RODRIGUES et al., 1997). 

 

2.3 – Uso e principais efeitos do triclorfon na piscicultura 

 

 
Figura 2 – Fórmula estrutural do triclorfon: C4H8Cl3O4P 

IUPAC: dimetil (RS)-2,2,2-tricloro-1-hidroxietilfosfanato 

Sinonímias: Dipterex®, Tugon®, Neguvon®, Dylox® e Metrifonato®. 

 

O triclorfon apresenta pequena persistência no ambiente e pouco 

deslocamento para áreas vizinhas sendo amplamente empregado nas lavoras de 

algodão, amendoim, arroz, banana, cacau, café, cana-de-açúcar, citros, feijão, 

girassol, soja, trigo e pastagens, no controle de pragas (ANDREI, 1996).  

Na piscicultura é recomendado por Kubitza (1998) no combate de parasitas, 

pois o ambiente aquático facilita a transmissão de parasitas, principalmente entre os 

peixes contidos em tanques de cultivo. A incidência de distúrbios de ordem 



���

�

ambiental, como alterações na qualidade da água e estresse, bastante comuns nos 

sistemas de cultivo intensivo, geram impactos negativos sobre os mecanismos de 

defesa dos peixes, tornado os peixes mais susceptíveis aos parasitas e patógenos, 

favorecendo o crescimento excessivo da população destes e o estabelecimento de 

doenças (KUBITZA & KUBITZA, 2004). 

De acordo com Garádi (1988), o triclorfon seleciona zooplâncton, eliminando 

variedades de odonatas, copépodes e cladóceros, sobrevivendo rotíferos que são 

alimentos indispensáveis às pós-larvas, sendo ainda indicado na eliminação de 

trematódeos, “piolhos” e copépodes (JUAREZ & ROUSE, 1983). O triclorfon é 

recomendado (Tabela1) em tanques e viveiros com carpa comum (Cyprinus carpio), 

carpa capim (Ctenopharyngodon idella), bagre-do-canal (Ictalurus punctatus), 

tilápias e black bass (Micropterus salmoides) (KUBITZA & KUBITZA, 2004). 

Também, recomenda-se a concentração de 0,5 mg L-1 pelo período de  três dias 

para controle de girodactilídeos e dactilídeos e concentração 2,5 g L-1 no controle de 

copépodos e ergasilidae, em banhos de imersão de cinco a dez minutos, repetidos 

quatro vezes por semana (PAVANELLI et al., 1999). 
 
Tabela 1 - Formas de tratamento do triclorfon na prevenção de parasitas.  
 

Forma de tratamento Dosagem utilizada 

Banhos indefinidos de longa duração 0,13 a 0,25g IA/m³ 

Banhos curtos 1 a 2,5g IA/m³ 

Banhos de imersão 10g IA/L 

Fonte: Kubitza & Kubitza, 2004 
IA – Ingrediente ativo 

 

Para Mataqueiro (2006), o tratamento feito com banhos em concentrações 

altas por um período curto de tempo pode acabar matando os peixes durante o 

tratamento. No entanto, a utilização com baixas concentrações efetivas do 

praguicida é capaz de controlar o parasito sem matar o peixe (FLORES-NAVA & 

VIZCARRA-QUIROZ, 1988). 

A toxicidade no ambiente pode ser afetada por fatores como temperatura, pH 

e dureza da água, os quais apresentam diferentes efeitos sobre as espécies 

(Hudson et al., 1984). Kubtiza & Kubtiza (2004) recomendam aplicação do triclorfon 
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em águas com elevada alcalinidade, devido ao potencial tóxico em águas com baixa 

alcalinidade (AT < 30mg de CaCO3/L), principalmente quando doses acima de 0,25 

mg de ingrediente ativo por litro (IA/L) ou 0,25 g de IA/m³ são aplicadas. O triclorfon 

sofre inicialmente uma transformação estrutural para exercer sua ação tóxica 

(HIRATA et al., 2003). Assim, o diclorvós é o metabólito que causa ação mais tóxica. 

Metecalf et al. (1959) estudaram a desidratação do triclorfon, demonstrando ser 

desprezível em pH 5,4, porém, atingindo taxa de 60% após duas em pH 8,0.  

 Segundo Tomlin (1995), o triclorfon é um inseticida não sistêmico com ação 

de contato e ingestão que inibe a enzima acetilcolinesterase no sistema colinérgico 

do sistema nervoso dos organismos vivos, causando assim alterações fisiológicas 

nos peixes e intensificando a transmissão do impulso nervoso (AGUIAR et al., 2004). 

Em peixes a inibição da enzima acetilcolinesterase, pela formação do 

complexo irreversível, faz com que as fibras musculares fiquem em constante estado 

de contração (AROUCO, 2002). 

 

2.4 – Estudos ecotoxicológicos 

 

Segundo Mataqueiro (2006), medidas preventivas e corretivas para 

preservação e proteção da flora e da fauna aquática, baseiam-se em estudos 

ecotoxicológicos, por meio dos quais são estabelecidos limites aceitáveis de 

poluentes na água. A avaliação ecotoxicológica é importante para o controle, 

regulamentação e classificação de novas substâncias tóxicas quanto ao potencial de 

risco ambiental (CRUZ et al., 2004).  

 

2.4.1 – Ecotoxicologia 

 

Em 1969, durante reunião do “Committee of the International Council of 

Scientific Unions” (ICSU), o termo ecotoxicologia foi sugerido pela primeira vez pelo 

toxicologista francês René Truhaut. Após esse evento foi formado o Comitê 

Científico do ICSU sobre os Problemas Ambientais (SCOPE), o qual foi responsável 

pela organização do grupo de trabalho sobre essa nova ciência. (TRUHAUT, 1997 

apud ZAGATO, 2006).  

Segundo Chapman (2002), os estudos ecotoxicológicos no meio ambiente 

são caracterizados pelo conceito inicial da toxicologia ambiental ou pela toxicologia 
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ecológica (ecotoxicologia), sendo definida como a ciência que tem por objetivo 

estudar as modalidades de contaminação do ambiente pelos poluentes naturais ou 

sintéticos, produzidos por atividades humanas, seus mecanismos de ação e seus 

efeitos sobre o conjunto de seres vivos que habitam a biosfera (ZAGATO, 2006). 

 

2.4.2 - Risco ecotoxicológico 

 

Medidas para avaliar e gerenciar os riscos ao homem e aos sistemas naturais 

tornaram-se exigência da sociedade internacional, assim como o desenvolvimento 

de ferramentas que permitam a avaliação quali-quantitativamente dos riscos 

químicos, físicos e biológicos tornando-se prioridade internacional (HACON, 2003). 

 Risco pode ser definido como uma função da probabilidade da ocorrência de 

um evento indesejado, com severidades diferenciadas em relação aos efeitos 

adversos à saúde humana, à propriedade ou ao ambiente (OECD, 2000 apud 

HACON, 2003). Também pode ser a probabilidade de que algum efeito adverso 

aconteça, sendo o efeito adverso definido como um julgamento de valor, podendo se 

constituir de morte, doença, diminuição da qualidade de vida, prejuízos econômicos, 

danos ambientais e outros (NARDOCCI, 2003). No entanto, este conceito sofreu 

complementação, onde a quantificação passou a ser necessária (HACON, 2003). 

 Os riscos têm duas origens: a natureza, a partir de fenômenos naturais, ou do 

próprio homem, com atos, atividades ou obras que geram riscos artificiais 

específicos (VIERA, 2005) e são classificados em objetivos, onde é avaliado pela 

utilização de cálculos estatísticos e metodologias quantitativas, e em subjetivas que 

são avaliados com base em julgamentos intuitivos (NARDOCCI, 2003). 

 A função precípua da toxicologia é conhecer o risco de ocorrência do efeito 

tóxico, onde a avaliação do risco deve ser composta pela associação das técnicas 

de avaliação de risco ecológico e à saúde humana a partir da abordagem de 

avaliação de risco integrada, denominada Avaliação de Risco Socioambiental 

(ARSA) (AZEVEDO & CHASIN, 2003). 

 O Conselho Nacional de Pesquisa dos Estados Unidos, em 1983, 

fundamentou o processo de identificação e avaliação dos riscos para a saúde 

pública a partir da divisão do mesmo em quatro etapas: identificação do perigo, 

avaliação da exposição, avaliação da toxicidade (relação dose-resposta) e 

caracterização do risco (EDULJGE, 2000 apud GRADVOHL, 2006) (Figura 3).  
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Figura 3 – Etapas de avaliação de toxicidade. Fonte: modificado de USEPA, 2002 

 

A identificação do perigo é o processo que tenta reconhecer se a exposição a 

determinado agente pode estar relacionada ao aumento de incidência de 

determinado efeito adverso, como por exemplo, câncer ou defeito congênito, e se há 

possibilidade de seu efeito ocorrer no homem (HACON, 2003). 

 A avaliação da exposição determina a dose recebida pelos indivíduos 

expostos aos agentes identificados, que pode ser feita diretamente pela coleta e 

análise de amostras ambientais, ou mesmo diretamente na população exposta, por 

meio de bioensaios, onde, é necessário que a população já atenha sido exposta ao 

agente (NARDOCCI, 2003). 

 Na avaliação da dose-resposta, o objetivo é a relação entre a quantidade da 

substância tóxica sob a qual o organismo está exposto e o risco que existe para que 

essa exposição cause prejuízos à saúde (METCALF & EDDY, 2003). Essa visão 

quantitativa da relação dose-resposta permite a formulação dos índices de 

toxicidade e podem ser usados para estimar a incidência ou potencial do efeito 

adverso (AZEVEDO & CHASIN, 2003). 
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 A quantificação ou caracterização do risco é a última fase e traz consigo as 

informações das etapas reunidas para, então, estimar o risco existente. Esta etapa 

procura integrar a exposição e a avaliação da dose-resposta para chegar às 

probabilidades quantitativas que indicarão os efeitos que poderão correr nos 

organismos expostos (GRADVHOL, 2006). 

 Nos processos de avaliação de riscos ecotoxicológicos, o uso de 

biomarcadores pode responder questões ambientais que não são resolvidas a partir 

de outros procedimentos mais comuns como questionários e determinações de 

concentrações ambientais (GRADVHOL, 2006). Assim os biomarcadores são 

valiosos na avaliação sobre riscos oriundo da exposição e apresentam valor 

laboratorial e epidemiológico. 

 

2.5 – Indicadores biológicos de monitoramento ambiental 

 

Em ambientes aquáticos, para se conhecer os efeitos de agentes 

xenobióticos, têm sido utilizados testes de toxicidade com organismos de águas 

continentais, estuarinas e marinhas, em condições laboratoriais e ou campo 

(MARTINEZ & CÓLUS, 2002). Segundo Rand & Petrocelii (1985) a caracterização 

dos efeitos tóxicos nos organismos aquáticos pode ser avaliada pela mortalidade 

(efeito letal), por alterações no crescimento, patológico, bioquímico e fisiológico 

(efeitos subletais). 

 Diversas modalidades de testes, como teste de toxicidade aguda, toxicidade 

crônica, biodegradação e de bioacumulação, além dos testes subletais, encontram-

se sob a denominação de bioensaios que podem ser reunidos em três grupos 

básicos: bioquímicos e fisiológicos, histológicos e comportamentais (MARTINEZ & 

CÓLUS, 2002). 

 O termo degradação refere-se ao processo pelo qual uma substância química 

de estrutura complexa é convertida em molécula mais simples englobando: a 

degradação abiótica, onde ocorrem transformações como fosforilação, fotólise, 

oxidação/redução; a degradação biótica ou biodegradação onde ocorre ação de 

microrganismos presentes no ambiente, os quais utilizam tais substâncias como 

substrato (BURATINI, 2006a). 

 A bioacumulação é o termo que designa o processo em que substâncias 

químicas provenientes do ambiente são assimiladas e retidas pelos organismos, 
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onde inclui-se a absorção a partir de todas as vias de exposição (respiração, 

nutrição, epiderme) e compartimentos em que os contaminantes estejam presentes 

no meio aquático (BURATINI, 2006b). 

 

2.5.1 - Toxicidade aguda 

 

Os testes de toxicidade possuem como objetivo avaliar os danos causados a 

organismos aquáticos, onde organismos representativos da biota aquática são 

submetidos a várias concentrações de uma ou mais substâncias poluidoras, durante 

um determinado período de tempo (PAWLOWSKY, 1994). A nocividade de uma 

determinada substância para um organismo é comumente avaliada pela utilização 

do teste de toxicidade aguda, devido à facilidade da coleta de dados com o 

aparecimento rápido dos sintomas logo após o contato (BAIRD, 2002). 

Segundo Paine (1993) esses estudos visam demonstrar a ocorrência de efeito 

adverso num curto período com procedimentos protocolares. Geralmente, trata-se 

da administração de uma única dose (ou concentração x tempo nos estudos de 

ecotoxicidade) ou exposições múltiplas em 24 horas. Considera-se o aparecimento 

de efeito num período de até 14 dias. (AZEVEDO & CHAIN, 2003).  

 No estudo da toxicidade aguda, frequentemente determina-se a dose letal 

média (DL50) ou concentração letal média (CL50), nos casos de inalação, absorção 

dérmica ou em ambiente aquático. Normalmente, as provas baseiam-se na 

verificação do evento letal nas 24 horas que se seguem à administração e no 

acompanhamento dos sobreviventes até 7 dias (AZEVEDO & CHAIN, 2003). 

Geralmente pode ser definido graficamente ou analiticamente usando métodos 

binomiais, de média móvel ou probit, onde se utiliza um intervalo de confiança de 

95% (METCALF & EDDY, 2003). 

 Agências federais e estaduais utilizam do conceito de unidades tóxicas (TU – 

unidades), descrita na Form. 1, para definições de limites padrões de contaminação 

ambiental (METCALF & EDDY, 2003). 
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2.5.2 - Toxicidade crônica 

 

Para determinar o efeito crônico de uma substância, os animais são expostos 

por períodos prolongados: superior a três meses ou até o período normal de vida da 

espécie animal (AZEVEDO & CHAIN, 2003). O termo “teste de toxicidade crônica” 

é usado como sinônimo para “testes de longa duração”, podendo durar de 2 a 7 

anos, dependendo da espécie , as quais são selecionadas segundo os resultados 

dos estudos subcrônicos e toxicodinâmicos (BALLANTYNE, 1997 apud AZEVEDO & 

CHAIN, 2003). Ao final dos testes, deve-se realizar autópsia completa em todos os 

animais, incluindo histologia de todos os órgãos (Opas/USEPA, 1996) 

 A Tabela 2 a seguir demonstra as diretrizes da USEPA para determinação de 

riscos das substancias tóxicas para organismos aquáticos. 

 

Tabela 2 – Diretrizes da USEPA para determinação de riscos das substâncias tóxicas para 
organismos aquáticos. 

 
Pressuposição 

Regulamentadora 

Toxicidade Aguda Toxicidade Crônica 

Sem riscos EEC<1/10 LC50 EEC<nível sem efeito crônico  

Riscos que podem ser 

mitigados mediante restrição 

de uso 

1/10 LC50 � EEC<1/2LC50 

EEC� 1/10LC50 

Não aplicável 

Risco inaceitável  

Espécies não ameaçadas 

EEC�1/2LC50 EEC� níveis com efeitos 

crônicos, inclusive efeitos 

reprodutivos. 

Risco inaceitável 

Espécies em risco 

EEC>1/20 LC50 ou  

EEC>1/20 LC50 

EEC� níveis com efeitos 

crônicos, inclusive; além de 

qualquer modificação nos 

habitats 

* EEC (Concentração ambiental). Fonte: URBAN; CROOK, 1996 apud MATSUI, 2002, p. 26. 
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2.6 – Biomarcadores 

 

Em 1987 quando o termo surgiu, foi proposta uma definição, sendo 

estabelecido que biomarcadores fossem indicadores que assinalavam eventos em 

sistemas ou amostras biológicas sob exposição a contaminantes químicos na qual a 

ênfase era dada em efeitos humanos (NASCIMENTO et al., 2006). Posteriormente, 

foi definido como qualquer resposta biológica a químicos ambientais no indivíduo ou 

em parte dele, a qual demonstre uma alteração do estado normal do organismo 

(PEAKALL, 1999). Atualmente são definidos como respostas biológicas adaptativas 

a estressores, evidenciadas como alterações bioquímicas, celulares, histológicas, 

fisiológicas ou comportamentais (NASCIMENTO, 2006). 

Desta forma, o biomarcador compreende toda substância ou seu produto de 

biotransformação, assim como qualquer alteração bioquímica precoce, cuja 

determinação nos fluidos biológicos, tecidos ou ar exalado, avalie a intensidade da 

exposição e o risco à saúde (WHO, 1996), permitindo detectar contaminação 

ambiental, avaliar a magnitude da contaminação e identificar espécies ou 

populações em risco de contaminação (STEGEMAN et al., 1992). 

 O processo de seleção e validação dos indicadores biológicos requer cuidado 

em relação à especificidade e sensibilidade, assim como a medida da exposição e a 

manifestação dos efeitos observados (AMORIM, 2003). A validação é um processo 

utilizado para estabelecer a relação quantitativa e qualitativa do biomarcador com a 

exposição, em função da substância química e do objetivo selecionado (WHO, 

1993).  

 Para que uma substância química, seu metabólito ou uma alteração biológica 

sejam validados e/ou propostos como biomarcador, é desejável que o mesmo 

apresente as seguintes características: (WHO, 1993). 

a) A quantificação do indicador deve: 

- refletir a interação (qualitativa ou quantitativa) do sistema biológico com a 

substância química; 

- ter conhecida e apropriada sensibilidade e especificidade para a interação; 

- ser reprodutível qualitativamente e quantitativamente. 

b) Estar contido em um meio biológico acessível de análise, considerando a 

necessidade de manutenção da integridade da amostra entre a coleta e o 

procedimento analítico, e de preferência não ser invasivo. 
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c) A medição analítica tem que apresentar exatidão e precisão adequadas. 

d) Conhecer os valores normais do indicador em populações não expostas ao 

agente químico de interesse, assim como as variações intra e inter-individuais.  

 É crescente o número de trabalhos onde peixes são empregados como 

bioindicadores da qualidade dos ecossistemas aquáticos (SILVIA FILHO, 2000). Os 

peixes ocupam os mais diversos ambientes aquáticos e são de grande importância 

comercial, já que fazem parte da dieta em muitos países e, em vários outros são a 

principal fonte de proteínas da população (SILVIA FILHO et al., 2000). Vários 

trabalhos fazem uso destes animais para avaliar o efeito do estresse causado por 

variações no ambiente aquático (MARTINEZ & CÓLUS, 2002). 

 

 

2.6.1 - Aplicação dos Biomarcadores 

 

Os Biomarcadores são usados para vários propósitos, dependendo da 

finalidade do estudo e do tipo da exposição química e têm como objetivos avaliar a 

exposição (quantidade absorvida ou dose interna), os efeitos das substâncias 

químicas e avaliar a suscetibilidade individual. (AMORIM, 2003). 

 Os Biomarcadores podem ser utilizados no diagnóstico clínico para (WHO, 

1993): 

a) confirmar diagnóstico de intoxicação aguda ou crônica; 

b) avaliação da efetividade de tratamento; 

c) avaliar o prognóstico de casos individuais. 

 Os biomarcadores podem ser usados ainda na atividade de monitoramento 

para confirmar a exposição individual ou de uma população a uma determinada 

substância química e avaliar o risco, quando comparados com uma referência 

apropriada (AMORIM, 2003). Sabendo-se que o monitoramento ambiental é 

realizado para reduzir as exposições ocupacionais e comprovar se as medidas 

preventivas adotadas no ambiente são satisfatórias, o monitoramento biológico tem 

como meta principal verificar se existe segurança enquanto ocorre a presença do 

agente químico no ambiente de trabalho, em exposições presentes, e inclusive 

passadas, para evitar a ocorrência de efeitos adversos à saúde (WHO, 1993 apud 

AMORIM, 2003). 
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2.6.2 - Classificação dos biomarcadores 

 

Vários autores classificam os biomarcadores independentemente da 

finalidade e aplicação onde são divididos em três tipos (NASCIMENTO et al., 2006).  

 1- Os biomarcadores de exposição são os que estimam a dose interna ou 

biodisponibilidade de um xenobiótico particular ou de seus metabólitos em um 

organismo exposto devendo representar uma resposta bem caracterizada que leve 

em conta à farmacodinâmica e as propriedades físico-químicas do organismo e 

agente, respectivamente (NASCIMENTO et al., 2006). Os biomarcadores de 

exposição podem ser usados para confirmar e avaliar a exposição individual ou de 

um grupo, para uma substância em particular, estabelecendo uma ligação entre a 

exposição externa e a quantificação da exposição interna e refletem a distribuição da 

substância ou seu metabólito pelo organismo e por isso são identificados como dose 

interna (AMORIM, 2003). 

 Teoricamente, a distribuição da substância no organismo pode ser traçada 

por meio de vários níveis biológicos, como tecidos e células, até seu alvo definitivo 

(AMORIM, 2003) como mostra a Figura 4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 - Biomarcadores de dose interna das substâncias químicas, para as quais o principal 
mecanismo de interação ocorre por meio da interação molecular (adaptado de WORLD 
HEALTH ORGANIZAION, 1993).  
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 2 - Os biomarcadores de efeito, em geral, não são específicos em relação aos 

estressores e não fornecem informações sobre a natureza, mas são característicos 

da ocorrência de um estresse que poderá ser reversível tão logo o estressor cesse 

sua atuação e são caracterizados pela indução de mecanismos de defesa celular, 

que se iniciam sempre como uma resposta adaptativa em nível molecular-

bioquímico. (NASCIMENTO et al., 2006).  

 Biomarcadores de efeito podem ser usados para documentar as alterações 

pré-clínicas ou efeitos adversos à saúde, decorrentes da exposição e absorção da 

substância química, assim, dessa forma, a ligação dos biomarcadores entre 

exposição e efeitos contribui para a definição da relação dose-resposta. (AMORIM, 

2003). 

 3 - Os biomarcadores de suscetibilidade indicam a habilidade inerente ou 

adquirida por um organismo de responder à exposição a um xenobionte e elucida as 

variações no grau de resposta diferencial entre organismos e demonstra a tolerância 

fisiológica adquirida ou controlada por expressão genética hereditária (OOST et al., 

2003). Organismos ainda sendo da mesma espécie, não respondem igualmente à 

exposição à xenobióticos, sendo sexo, jejum, estresse pelo confinamento, tamanho 

e estádio de desenvolvimento parâmetros de variação nas respostas a estressores, 

bem como o polimorfismo genético de uma população. (NASCIMENTO et al, 2006). 

 Embora alguns indivíduos experimentem exposição ambiental similar, 

diferenças genéticas no metabolismo podem produzir doses marcadamente 

diferentes no sítio crítico e, conseqüentemente, nível diferente de resposta. Até 

mesmo quando as doses críticas são similares, respostas diferentes podem ser 

notadas nos indivíduos devido a variações na suscetibilidade biológica. (AMORIM, 

2003). 

 

2.7 - Parâmetros Hematológicos como biomarcadores 

 

Em estudos de toxicidade, biomarcadores em nível suborgânico (bioquímico, 

fisiológico e histológico) têm sido utilizados e considerados mais viáveis para avaliar 

as respostas aos estressores. Estes biomarcadores podem permitir uma avaliação 

mais rápida da saúde dos organismos e podem ser indicadores da exposição ou dos 

efeitos dos poluentes (MAYER et al., 1992). Segundo Brigdes et al. (1976) as 
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características sanguíneas de peixes mudam em respostas as condições 

ambientais, então a variação hematológica serve como biomarcadores de estresse. 

A composição sanguínea está sujeita a fatores fisiológicos e ecológicos, como 

o sexo, o estágio de desenvolvimento gonadal, o estresse, as infecções, o peso e o 

comprimento corporal do peixe (MCCORMICK & NAIMAN, 1985). A evolução do 

estado fisiológico dos peixes pode ser avaliada pelos índices hematimétricos 

(VOSYLIENÉ, 1999). A avaliação desses parâmetros auxilia na determinação da 

influência de condições fisiopatológicas que possam afetar a homeostase, 

colaborando, assim, no diagnóstico de condições adversas (TAVARES-DIAS et al., 

1999a).   

O estudo dos parâmetros hematológicos vem sendo cada vez mais utilizado 

como avaliação do estado fisiológico em peixes (RANZANI-PAIVA et al., 1997; 

TAVARES-DIAS et al., 1999; TAVARES-DIAS et al., 2001; TAVARES-DIAS & 

MORAES, 2004; MELO et al., 2006; FRANÇA et al., 2007; SOSO et al., 2007). 

Assim as variações dos parâmetros hematológicos podem ser utilizadas como 

indicadores de disfunção orgânica por estresse (VALENZUELA et al., 2003) 

A análise de sangue de animais é frequentemente realizada para se avaliar as 

alterações provocadas nos peixes pela contaminação ambiental. O estudo do 

sangue facilita a detecção de alterações patológicas no organismo e ajuda a 

identificar a extensão e a natureza dos desvios das condições normais (OLIVEIRA-

RIBEIRO et al., 2000). 

Em teleósteos o rim cefálico e o baço são os principais órgãos 

hematopoiéticos (PIMPÃO, 2006). Segundo Dheer et al., (1987), a hematopoiese 

sofre influência de fatores biológicos e ambientais, assim a presença de xenobióticos 

pode ser caracterizada como alteração ambiental, pois mesmo em concentrações 

aceitáveis causam distúrbios fisiológicos. Algumas mudanças podem ser resultado 

de desordens na permeabilidade das membranas dos eritrócitos e ou resultado da 

ativação de mecanismos de proteção que incluem liberação de eritrócitos de 

depósitos de sangue ou tecidos hematopoiéticos na corrente sanguínea 

(SVOBODOVÁ et al., 1994). Com isso, segundo Cazenave (2005) a hematologia 

fornece informações relevantes sobre a fisiologia geral e saúde dos organismos 

vivendo em condições de estresse. 
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2.8 – Micronúcleo em peixes como biomarcador 

   

Micronúcleos são corpúsculos formados por cromossomos que se encontram 

dispersos no citoplasma por não terem sido ligados ao fuso cromático durante a 

divisão celular (RODRIGUES & CASTILHOS, 2003) sendo facilmente visualizados 

em eritrócitos, onde a formação de núcleos bilobados indica o início de alterações no 

metabolismo celular (PALHARES & GRISOLA, 2002). Embora a presença de 

micronúcleos possa ocorrer de forma espontânea, peixes são utilizados como 

organismos sentinelas indicando o grau de exposição aos genotóxicos e são 

considerados os maiores vetores na transferência de contaminação aos humanos 

(HOSE et al., 1987; DITTMAR, 2005).  

 Estas deformações nucleares podem ser causadas pela exposição de 

organismos vivos a substâncias tóxicas presentes no meio. Maior parte dessas 

substâncias é encontrada em excesso no meio devido à ação antrópica em 

ecossistemas próximos a áreas urbanas e agroindustriais.  

Genotoxicidade é um termo geral que se refere a alterações na estrutura geral 

ou na disposição dos cromossomos (clastogenicidade) ou seqüências de pares de 

bases do DNA (mutagenicidade) por exposição a agentes tóxicos (AL-SABTI & 

METCALFE, 1995). 

Peixes são considerado por De Flora et al., (1993) como organismos 

adequados no monitoramento de genotoxinas aquáticas, por serem capazes de 

metabolizar xenobióticos e poluentes acumulados. Assim, os eritrócitos de sangue 

periférico são comumente usados para a aplicação teste do micronúcleo, utilizando 

peixes como bioindicadores para avaliação ambiental de contaminação 

genotoxicológica (BELPAEME et al., 1996; DA SILVA et al., 2002; RUSSO et al., 

2004). O uso de células sanguíneas periféricas trás a vantagem de evitar o sacrifício 

do peixe, permitindo desta forma que sejam efetuados monitoramentos sucessivos 

das mesmas populações (LLORENTE et al., 2002). 

No entanto, alguns fatores devem considerados quanto à espécie estudada, 

pois, a posição de determinada espécie na cadeia alimentar influencia na sua 

sensibilidade aos poluentes. Porto, Araujo & Feldberg (2005) demonstraram essa 

diferença, com as espécies Prochilodus nigricanas (detritívora), Mylossoma 

duriventris (onívora) e Hoplias malabaricus (piscívoro) onde a freqüência de 

micronúcleo na espécie piscívora foi cerca de cinco vezes maior que nas espécies 
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detritívora e/ou onívora, devido estar em um elevado nível trófico, sujeito a eventos 

de biomagnificação. 

O teste do micronúcleo písceo é bastante utilizado em análises ambientais 

tendo em vista que estudos de genotoxicidade usando análises citogenéticas em 

peixes demonstram a sensibilidade destes organismos (AL-SABTI & METCALFE, 

1995). Como o teste do micronúcleo é capaz de detectar tanto efeitos aneugênicos 

como clastogênicos, a genotoxicidade de uma grande variedade de compostos pode 

ser testada por meio dessa técnica (HEDDLE et al., 1991). 

Como os peixes apresentam um grande número de cromossomos, e muitas 

vezes de pequeno tamanho, as análises das metáfases para avaliação de 

aberrações cromossômicas são dificultadas, enquanto que o estudo de micronúcleos 

é fácil e possível de ser realizada em eritrócitos, devido ao fato destes serem 

nucleados (HAYASHI et al.,1998). 

He et al., (2000) verificaram maior sensibilidade para avaliação de dano no 

DNA para o ensaio do Cometa (eletroforese em gel de células individuais) que para 

o teste do micronúcleo. Resultados confirmados por Bücker et al. (2004) que  não 

observaram diferenças significativas na freqüência de MNC, pelo teste do 

micronúcleo, em Eingernmannia virescens para exposição ao benzeno sendo 

observadas quando se utilizou o ensaio do Cometa. No entanto, o teste Cometa 

deve ser interpretado com cautela, devido sua elevada sensibilidade, além de não 

ser um teste de mutagênese, pois o dano pode ser reparado. Outro fator limitante 

deste teste é quanto ao tempo de preparo das lâminas que dever no máximo 24 

horas. (Villela et al.,2003).  

Estudo realizado por RUSSO et al. (2004), observaram redução na frequência 

de micronúcleo em peixes que foram retirados de áreas contaminadas e levados 

para condições laboratoriais, quando comparados os resultados entre amostras 

colidas no momento da captura e em água não poluída. Este resultado evidencia a 

presença de mecanismo molecular de reparação eficiente (DITTMAR, 2005), 

reforçando a idéia que o teste do micronúcleo é indicado para a detecção de em 

curto prazo de prejuízos cromossomiais (MINISSI et al., 1996; Russo et al., 2004). 
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3 – OBJETIVOS 
 
 O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos toxicológicos do quimioterápico 

triclorfon em juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum). Para tal propósito 

foram avaliados: 

 

 � Toxicidade aguda pela determinação da concentração letal média; 

 

 � Possíveis alterações fisiológicas em concentrações subletais, por meio de: 

� Parâmetros hematológicos. 

  � Frequência de micronúcleo em eritrócitos. 
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4 – MATERIAL E MÉTODOS 
 

4.1 – Organismo teste 
 
O tambaqui, Colossoma macropomum (Figura 5) é uma espécie nativa da 

Bacia Amazônica e apresenta excelente potencial para o cultivo por apresentar bom 

crescimento, hábito gregário, resistência a baixos níveis de oxigênio dissolvido e 

excelente no aproveitamento de alimentos (SAINT-PAUL, 1986). 

Pertencente à ordem dos Characiformes, família Serrasalmidae (GÉRY, 

1977), o tambaqui foi introduzido nas pisciculturas do sul do país a partir da década 

de 70 (RANZANI-PAIVA et al., 1999). A maturidade sexual ocorre entre o terceiro e 

quarto ano de vida, em sua dieta natural incluem-se zooplancton, frutos e sementes, 

sendo considerado onívoro com tendências frugívoras (HONDA, 1974). Não são 

tolerantes a temperaturas baixas, podendo morrer quando águas atingem 

temperaturas inferiores a 16 oC (RANZANI-PAIVA et al., 1999). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 5 – Exemplar de tambaqui, C. macropomum (Wt:  49,1±11,0 g; Lt: 12,0 ± 2,0 cm) 
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4.2 – Coleta e manutenção dos animais 

 

Foram utilizados 150 exemplares de C. macropomum, coletados em 

piscicultura na região de Araguaína-TO e transferidos para o laboratório de 

Morfologia e Bioquímica da Universidade Federal do Tocantins, Campus Araguaína, 

permanecendo em caixas de 500 L, à temperatura de aproximadamente 25 oC 

durante vinte dias para aclimatação. Os espécimes utilizados eram juvenis                

(Wt: 49,1 ± 11,0 g, Lt: 12,0 ± 2,0 cm), sem distinção de sexo e foram alimentados 

com ração balanceada. O fotoperíodo foi de 12 horas luz. 

O processo de aclimatação iniciou-se com o acondicionamento dos peixes em 

caixas de fibra de 500 litros, estocados de acordo com as densidades de 1,0 grama 

de peixe por litro, com renovação de aproximadamente 20% do total do volume por 

dia. Durante o período de vinte dias, os animais ficaram em observação para 

determinar possíveis doenças, presença de parasitas ou danos físicos e 

recuperação do estresse da captura e transporte. A alimentação foi fornecida em 

forma de ração extrusada, com 36% de proteína bruta, ad libtium, a qual foi 

interrompida 24 horas antes do início do experimento. Durante o teste de toxicidade 

aguda os juvenis permaneceram nas caixas de fibra com volume total de 500 litros 

(10 animais/caixa), dotadas de aeração artificial e em jejum. 

 

4.3 – Toxicidade aguda 

 

4.3.1 – Determinação da CL50-96h 

 

O principal teste de toxicidade aguda é a determinação de CL-50, 

normalmente, procura-se estimar a concentração da substância-teste que causa 

efeito a 50% da população exposta, durante um período de tempo determinado 

(AZEVEDO & CHANSIN, 2003; ZAGATO & BERTOLETTI, 2006). 

A substância-teste foi o inseticida NEGUVON®, cujo princípio ativo é o 

triclorfon sendo encontrado na forma de pó, sendo utilizado na piscicultura para 

controlar ectoparasitas. 

 Os animais do grupo controle e expostos ao inseticida permaneceram em 

sistema semi-estático durante 96 horas. Foram realizados testes preliminares para 

determinação das faixas de concentração letal do inseticida.  Com base na menor 
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concentração letal dos testes preliminares, calculou-se as concentrações definitivas, 

sendo utilizado o fator dois como base nas determinações das concentrações a 

serem testadas. 

O monitoramento das variáveis físico-químicas da água como temperatura 

(oC), condutividade elétrica (�Scm-1), pH e oxigênio dissolvido (mg L-1), iniciou-se 

após duas horas da contaminação, e posteriormente, a cada 24 horas. 

Nos períodos de 24, 48, 72 e 96 horas foram registradas as mortalidades, 

sendo os indivíduos mortos retirados das caixas. A CL50–96h foi determinada pelo 

método estatístico Trimmed Spearman Karber, com limite de 95% de confiança 

(HAMILTON et al., 1977). 

 

4.4 – Toxicidade subaguda 

 

4.4.1 – Desenho experimental 

 

O delineamento experimental foi o inteiramente casualisado. Foram 

separados dois grupos de animais, controle e exposto ao inseticida (doses subletais 

0.125 e 0.25 mg L-1/ 96 horas de exposição) em triplicatas. A análise estatística foi 

efetuada utilizando-se o programa computacional “Instat para Windows” onde a 

diferença estatisticamente significativa entre os valores dos animais expostos ao 

inseticida em relação ao controle foi detectada por meio de análise de variância 

ANOVA seguida pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Quando necessário foi 

utilizado o teste de Kruskall Wallis ANOVA, seguido do teste de Dunn. 

 

4.4.2 – Parâmetros hematológicos 

 

Para as análises hematológicas, retirou-se aleatoriamente seis indivíduos de 

cada caixa. A coleta de sangue dos animais foi realizada pela punção da veia caudal 

com seringas lavadas com EDTA (10%) e em seguida foram sacrificados por secção 

da medula. Sub-amostras de sangue foram utilizadas imediatamente para a 

determinação do hematócrito (técnica de microhematócrito, segundo Goldenfarb et 

al. 1971), hemoglobina (método de cianometahemoglobina, segundo Collier 1944) e 

contagem de eritrócitos em câmara de Neubauer utilizando-se como diluente o 

liquido de Hayen. Os índices hematimétricos VCM (volume corpuscular médio), HCM 
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(hemoglobina corpuscular média) e CHCM (concentração de hemoglobina 

corpuscular média), segundo Wintrobe (1934). 

 

 

Para os índices hematimétricos foram utilizadas as seguintes fórmulas: 

 

• Volume Corpuscular Médio (VCM) 

 

O VCM ajuda na observação do volume dos eritrócitos. Para realização de 

seu cálculo foram utilizados os valores do hematócrito e a contagem de eritrócitos, 

segundo a form.(2). 

                                 VCM =  
³)(

10
mmRBC
xHt

                                                         (2)
                                   

 

• Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) 

 

O HCM é a concentração da hemoglobina por eritrócito. Para o cálculo, foram 

utilizados os valores de hemoglobina total e a contagem de eritrócitos, segundo a 

form.(3). 

 

                                 HCM = 
³)(

10][
mmRBC
xHg

                                                         (3)
 
 

 

• Concentração de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM) 

 

A concentração de hemoglobina dentro do eritrócito é calculada pelo do 

CHCM. Para isso foram utilizados os valores de hemoglobina total e de hematócrito. 

Seu valor é obtido em porcentagem, como segue na form. (4). 

 

                                            CHCM= 
Ht

xHg 100][
                                                        (4) 

 

Foram confeccionadas lâminas de extensão sanguínea e coradas com 

PANÓTICO para contagem diferencial e total de leucócitos (Lc) e contagem total de 
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trombócitos (Tr), segundo metodologia recomendada por Hrubec e Smith (1998), 

com adaptações, utilizando a formula descrita a seguir na form. (5) 

 

 

Leucócitos totais (por µL)= 
2000

NExNL
,  onde:                                                   (5) 

NL = número de leucócitos 

NE = número de eritrócitos (Câmara de Neubauer) 

 

 

4.4.3 – Frequência de micronúcleo 

 

Para a análise da freqüência de micronúcleos em eritrócitos, retirou-se 

aleatoriamente seis indivíduos de cada caixa. A coleta de sangue já foi descrita. O 

teste de micronúcleo seguiu basicamente a metodologia descrita por Grisolia & 

Cordeiro (2000). Com as amostras de sangue confeccionou-se extensões 

sanguíneas que após secas foram fixadas em etanol absoluto por 10 minutos e 

coradas com Giemsa 5% por 5 minutos. Foi realizada análise em teste cego, ao 

microscópio de luz transmitida com 2000 células por animal para a contagem de 

micronúcleo em eritrócitos e consideradas as hemácias nucleadas com membranas 

nucleares e citoplasmáticas intactas. Micronúcleos foram considerados como 

corpúsculos que em relação ao núcleo apresentaram um terço do seu tamanho, 

estando nitidamente separados com bordas distinguíveis, mesma cor e refringência. 

A quantidade de micronúcleo expressa em MNC% a qual expressa à freqüência de 

micronúcleo por 1000 é dada pela seguinte form. (6). 

 

 

                              MNC% = 1000
contadas células de  totalNúmero

MN contendo células de Número ∗ �������������������������������������������������������� 
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5 – RESULTADOS 

 

5.1 – Caracterização físico-química da água 

 

Os parâmetros físico-químicos (oxigênio, temperatura, pH, condutividade) da 

água utilizada no teste de toxicidade para tambaqui estão descritos na Tabela 3. Ao 

longo do período experimental não apresentaram variações que comprometessem 

os animais. 

 

Tabela 3 – Valores das variáveis físico-químicas da água (média±SD) no teste de toxicidade em 
                  tambaqui (C. macropomum), exposto ao triclorfon. 
 

Concetração 
de triclorfon 

mg L-1 

Oxigênio 
(mg L-1) 

Temperatura 
(oC)  

pH Condut. 
(uS\cm) 

Controle 8,46±1,40 23,00±2,24 6,82±0,18 17,86 ± 0,42 

0,125 6,68±1,50 24,68 ± 1,92 6,35±0,27 18,21 ± 0,47 

0,25 7,79 ±1,26 24,56 ± 2,01 6,43±0, 32 18, 16 ± 0,32 

0,51 7,15 ±1,60 24,78 ± 2,05 6,61 ± 0, 16 17,33 ± 0,43 

1,00 7,32 ±0,86 24,58 ± 1,91 6,24 ± 0,33 18,10 ± 0,16 

 

 

5.2 – Concentração letal média (CL50-96h) 

 

Os resultados de mortalidade para juvenis de tambaqui expostos a diferentes 

concentrações de triclorfon estão apresentadas na Tabela 4, onde a mortalidade foi 

observada apenas na concentração 1,00 mg L-1  a partir de 48 horas de exposição 

até completar-se as 96 horas. 
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Tabela 4 - Mortalidade (%) de juvenis de tambaquis nas diferentes concentrações de triclorfon  
                durante a determinação da CL 50 – 96h. 

 

Tratamentos 

(mg L-1) 

Mortalidade acumulativa (%) tempo em horas 

24 48 72 96 Média 

Repetições R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3  

Controle 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0.125 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0.25 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0.50 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

1.00 0 0 0 0 0 60 50 0 40 20 40 - 70 

 

 

Os sinais clínicos de intoxicação do tambaqui pelo inseticida foram 

observados após 48 horas de exposição, verificando movimentos natatórios 

erráticos e espasmos musculares nos animais submetidos às concentrações 0.50 e 

1.00 mg L-1. Nas demais concentrações também observou-se movimentos natatórios 

erráticos no período de 72 horas após contaminação e espasmos musculares ao 

final do período experimental, exceto para concentração 0,125 mg L-1, que não 

apresentou espasmos musculares. 

A concentração letal CL 50 – 96h determinada no experimento para o C. 

macropomum foi de 0.82 mg L-1, com R2 = 0.7813. A curva de regressão linear (95% 

de limite de confiança) estimada para a mortalidade dessa espécie está apresentada 

na Figura 6. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6 - Curva de regressão linear estimada para a mortalidade de tambaqui, C. macropomum,    
                 exposto a diferentes concentrações de triclorfon. 
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  5.3 – Parâmetros sanguíneos 
 

A Tabela 5 mostra contagem de células vermelhas e a Tabela 6 as células 

denominadas células brancas (leucócitos). A Figura 7 caracteriza os diferentes tipos 

celulares sanguíneos que foram considerados no presente estudo. 

 

 

 

5.3.1 – Avaliação da série vermelha 

 

O número de eritrócitos não diferenciou significativamente entre os grupos 

testados e o grupo controle, assim como os valores do hematócrito. Diferenças 

significativas também não foram observadas entre animais do grupo controle e 

grupos expostos ao triclorfon para a taxa de hemoglobina (Tabela 5). 

Os resultados de volume corpuscular médio, hemoglobina corpuscular média 

e concentração de hemoglobina corpuscular média não apresentaram diferenças 

significativas entre os animais do grupo controle e os expostos as concentrações 

subletais (Tabela 5). 

  
Tabela 5 - Valores médios ± desvio (n=18) padrão das variáveis eritrocitárias em juvenis de C.  

                    macropomum, submetidos às concentrações (mg L-1) subletais de Triclorfon(1). 
 

    

Parâmetro Controle 0,125 0,25 

Eritrócitos (x 106/�L) 2,03±0,33 a A 1,94±0,87 a 2,31±0,72 A 

Hematócrito (%) 16,89±2,29 a A 15,56±3,88 a 17,17±4,58 A 

Hemoglobina (g/dL) 7,77±1,07 a A 7,27±0,74 a  8,46±2,01 A   

VCM (fL) 84,86±15,24 a A 101,64±67,68 a 78,70±25,93 A 

HCM (pg) 39,65±10,18 a A 47,52±28,42 a 39,83±13,82 A 

CHCM (g\dL) 47,21±11,18 a A 49,73±14,64 a 52,29±17,15 A  
(1) Letras diferentes entre os tratamentos indicam diferença estatística significativa (P<0,05). 
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5.3.2 – Avaliação da série branca 
 
 
Entre o grupo controle e o grupo exposto à concentração 0,125 mg L-1 não 

foram observadas diferenças significativas para número total de leucócitos. 

Diferenças significativas foram observadas entre o grupo controle e o grupo de 

animais expostos a concentração 0,25 mg L-1 com elevação no número total de 

leucócitos (Tabela 6). 

O número total de linfócitos dos grupos expostos ao triclorfon foi 

significativamente diferente, com elevado aumento, em relação ao grupo controle 

(Tabela 6). Diferenças significativas no número de monócitos foi observada entre o 

grupo controle e o grupo exposto à concentração subletal 0,125 mg L-1 (Tabela 6).  

Não foram verificadas diferenças significativas entre os animais do grupo 

controle e animais dos grupos expostos ao triclorfon para o número total de 

neutrófilos (Tabela 6).  

Número total de trombócitos (Tabela 6) demonstrou um aumento significativo 

entre o grupo controle e o grupo exposto a concentração 0,25 mg L-1 de triclorfon.

  

 
Tabela 6 - Valores médios ± desvio padrão das células sanguíneas (série branca) e trombócitos em 

juvenis de C. macropomum, submetidos às concentrações (mg L-1) subletais de 
triclorfon(1).  

 
     

Parâmetro Controle 0,125 0,25 

No total de Leucócitos 
(x 103/�L) 

333,85±55,16 a A 449,35± 268,81 a 537,73±282,56 B * 

Linfócitos (n°/�L) 99,30±7,8 a A 222,99±140,99 b*   254,22±173,36 B** 

Monócitos (n°/�L) 93,91±44,48 a A 42,95±48,34 b** 99,33±67,63 A  

Neutrófilos (n°/�L) 159,22±46,71 a A 185,64±128,80 a  201,36±129,96 A 

Trombócitos (103 

n°/�L) 
20,92±8,4 a A 33,26±20,86 a 53,34±41,17 B * 

(1) Letras diferentes entre os tratamentos indicam diferença estatística significativa 
(*) p<0,05 
(**) p<0,01 
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Figura 7 – Células de defesa orgânica (linfócitos, monócitos, neutrófilos e trombócitos) em tambaqui 

(C. macropomum), coloração Panótico, (barra 4�m) aumento: 1000x. 
 

 

5.4 – Frequência de micronúcleo (MNC%) 

 A frequência média micronúcleos em eritrócitos durante a exposição ao 

xenobiótico está descrita na Tabela 7. Diferenças significativas foram observadas 

entre o grupo controle e o grupo de animais expostos à concentração 0,125 mg L-1 

de triclorfon. Os eritrócitos contendo micronúcleos encontram-se evidenciados na 

Figura 8. 
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Tabela 7 – Valores (média ± desvio padrão) de frequência de micronúcleo em eritrócitos de tambaqui   
                   (C. macropomum) exposto a concentrações (mg L-1) subletais de triclorfon(1). 
 

    

Parâmetro Controle 0,125 0,25 

Freqüência de 

micronúcleo (MNC 

%) 

9,67±3,04 a A 18,23±10,84 b* 12,8±3,77 A 

(1) Letras diferentes entre os tratamentos indicam diferença estatística significativa 
(*) diferença significativa p<0,05. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8 – Eritrócitos de tambaqui (C. macropomum) contendo micronúcleo (barra 4�m),                                                                                          

coloração Ginsey 5%,aumento 1000x. 
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6 – DISCUSSÃO 
 

6.1 – Parâmetros de qualidade da água 
 

A presença do triclorfon na água não causou alterações nos parâmetros de 

qualidade da água (Tabela 3) durante o período experimental, estando todos dentro 

dos níveis considerados ideais para o cultivo de peixes (BOYD, 1982). 

 

6.2 – Concentração letal média - CL50-96h 

 

A toxicidade do triclorfon foi descrita por outros autores para vários 

organismos aquáticos. Na Tabela 8 encontram-se espécies de peixes submetidos a 

testes de toxicidade para o triclorfon. 

 

Tabela 8 – Toxicidade aguda ao triclorfon para espécies de peixes – CL50 

Espécie Tempo de exposição mg L-1 Referência 

Cyprinus carpio 24 h 15,0 International Prog. 
on 

Chem. Safety,1992 

Pimephales promelas 96 h 51,0 International Prog. 
on 

Chem. Safety,1992 

Cichlasoma urothalmus 24 h 26,54 Flores-Nava & 
Vizcarra-Quiroz, 

1988 

Piaractus Mesopotamicus 96 h 0,1906 Mataqueiro, 2006 

Piaractus mesopotamicus 96 h 0,23 Lopes, 2005 

Prochilodus  magdalenae 96 h 0.495 Lozano et al.,2003 

C. macropomum 96h 0,82 Presente estudo 
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Os testes de toxicidade permitem o cálculo da CL 50-96h, que por sua vez, 

indica qual é a dose limite considerada letal (HEATH, 1995). A CL 50-96h encontrada 

para o tambaqui foi de 0,82 mg L-1. Dados citados na literatura (Tabela 8) mostram 

uma variação da CL 50-96h triclorfon que vai de 0,1906 mg L-1 para Piaractus 

mesopotamicus (MATAQUEIRO, 2006) a 51,0 mg L-1 para P. promodelas                        

( INTERNATIONAL PROG. ON CHEM. SAFETY, 1992). No entanto, as espécies P. 

promodelas, C. uruphthalmus e P. magdalenae vivem sob condições ambientais 

(temperatura, alcalinidade, pH,) distintas das nativas da fauna brasileira. O valor 

obtido de CL50-96h para tambaqui diferencia do pacu, demonstrando maior tolerância 

ao triclorfon, ambos pertencentes à mesma família. 

Os sinais clínicos nos animais expostos ao triclorfon como movimentos 

natatórios erráticos e espasmos musculares, provavelmente podem estar 

relacionados com alterações nas transmissões sinápticas, como também evidenciou 

Rodrigues (1997) em curimbatá (Prochilodus scropha) quando exposto ao 

xenobiótico, pois segundo Tomilin (1995), o triclorfon causa inibição da enzima 

acetilcolinesterase. Outros organofosforados utilizados na piscicultura no controle de 

parasitoses também causam distúrbios comportamentais, como observado em 

alevinos e juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus) quando expostos ao paration-

metílico (MATAQUEIRO, 2002). Em carpas (C. carpio) expostas ao diazinon 

apresentaram agitação logo que entraram em contato com o produto (SVOBODA, 

2001). Segundo Aguiar et al. (2004), organofosforados alteram a fisiologia dos 

peixes pela inibição da acetilcolinesterase, promovendo intensificação dos impulsos 

nervosos. 

Para Who (1992) as concentrações máximas permitidas para tratamento de 

parasitoses em peixes está na faixa que vai de 0,2 a 2,00 mg L-1 de triclorfon, já a 

resolução CONAMA n.20 (BRASIL, 1986) determina que a concentração limite de 

organofosforados em águas da classe 1 (destinadas à criação natural e ou intensiva 

de espécies destinadas a alimentação humana) é de 0,01 mg L-1. Todas as 

concentrações letais médias citadas na literatura, inclusive a obtida no presente 

estudo, encontram-se acima da recomendação da legislação brasileira.  

As taxas de mortalidade em C. macropomum demonstram que apenas os 

animais expostos a maior concentração (1.00 mg L-1)  morreram ao longo do período 

experimental. Estes resultados confirmam que o tratamento na dosagem máxima de 

0,25 mg L-1 em banhos de longa duração, recomendada por Kubitza & Kubitza 
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(2004) não causam mortalidades em C. macropomum. De acordo com Alexandrino & 

Raia (1997) os tipos de tratamentos são classificados em: banho de longa duração 

(24 a 48 horas); banhos curtos (30 a 60 minutos); banhos de imersão (1 a 10 

minutos).  

Cuidados devem ser considerados quando se utiliza triclorfon no controle de 

parasitoses em outras espécies. Dados obtidos por Mataqueiro (2006) revelaram 

que na concentração de 0,34 mg L-1 ocorreu mortalidade de 100% de juvenis de 

pacu (Piaractus mesopotamicus) e 20% na menor concentração testada              

(0,07 mg L-1) ao final de 96 horas de exposição. Estes resultados sugerem maior 

sensibilidade do P. mesopotamicus em relação ao C. macropomum. As respostas 

diferenciadas entre as espécies podem ter ocorrido em função das condições 

ambientais as quais foram realizados os estudos.  

A variação na sensibilidade pode estar associada às condições 

experimentais, pois os organofosforados inicialmente sofrem transformações 

estruturais para exercerem sua ação tóxica (HIRATA et al., 2003). A presença de 

diclorvós que é um metabólito resultante do processo de desidrocloração do 

triclorfon apresenta maior ação tóxica (BARTHEL et al., 1955). Este processo é 

influenciado pelo pH do meio. Resultados obtidos por Metcalf et al., (1959) 

confirmaram que a desidrocloração do triclorfon é desprezível a pH 5,4, atingindo, 

porém, a taxa de 60% após 2 horas a pH 8,0. Estudos realizados por Hirata et al. 

(2003), confirmaram a ação mais tóxica do triclorfon em águas com pH alcalino. 

Durante o período experimental, o pH da água utilizada no bioensaio 

manteve-se próxima da neutralidade, faixa na qual, é indicada para o cultivo de 

peixes, porém causa alteração ao produto, formando seu metabólito mais tóxico, o 

diclorvós (DEDEK, 1979). Devemos ainda considerar que a incidência de raios 

ultravioleta favorece a degradação do triclorfon em diclorvós e outros dois produtos 

desconhecidos (GIOVANOLI-JAKUBCZAK et al., 1971).  

Produtos empregados no controle de parasitoses que apresentem alta 

toxicidade aos peixes devem ser substituídos por outros menos tóxicos, na tentativa 

de diminuir o impacto nos peixes a ao ambiente. A exposição ao paration metílico 

para alevinos e juvenis de P. mesopotamicus, realizada por CRUZ et al. (2004)  

obtiveram concentração letal média, respectivamente, em 3.97 mg L-1 e  9.89 mg L-1. 

Estes resultados demonstram que a ação variada do xenobiótico dependendo do 

estágio de desenvolvimento e das condições ambientais as quais estão submetidos 
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os animais. C. carpio exposto ao diazinon, a concentração letal média foi estimada 

em 16,0 mg L-1 (SVOBODÁ, 2001). Segundo Tomita & Beyruth, (2002) a toxicidade 

de um composto químico depende da exposição, da suscetibilidade do organismo, 

das características químicas do agente e de fatores ambientais.  

De acordo com a classificação proposta por Guimarães (1996) para avaliação 

da periculosidade dos agrotóxicos para peixes, os agrotóxicos são classificados em 

classes, variando de I a IV, e esta classificação baseia-se nos valores de CL 50 

obtidos experimentalmente. O resultado da toxicidade aguda ao triclorfon em 

tambaqui o enquadra na classe II (CL50 - 0,1 a 10 ppm), considerado muito perigoso 

para organismos aquáticos. Este resultado também confirma a classificação 

proposta pela ficha de informação de segurança de produto químico, como produto 

muito perigoso para organismos aquáticos (MSDS BAG, 2004). 

�

6.3 – Efeitos nos parâmetros hematológicos: série vermelha 

 

O sangue é um dos maiores órgãos do corpo, formando cerca de 7% do total 

do peso corporal. O sangue pode ser dividido em três elementos celulares – 

eritrócitos, leucócitos e trombócitos. A hematologia é uma parte essencial da 

toxicologia onde todas as ciências podem ser integradas e avaliadas para 

determinar os riscos para saúde animal e para o ambiente (EVANS, 2008).  

Eritrócitos são as células mais numerosas do sangue e sua função principal é 

o transporte de gases, papel desempenhado pela hemoglobina. Reduções desses 

parâmetros são indicativos de anemias (VOSYLIENÉ, 1999; TAVARES-DIAS & 

MORAES, 2004). O desequilíbrio osmorregulatório também altera estes parâmetros 

causando hemoconcentração ou hemodiluição (PIMPÃO, 2006). Os resultados 

obtidos no presente estudo demonstram que as concentrações utilizadas de 

triclorfon não foram capazes de alterar os parâmetros hematológicos e que 

provavelmente essas concentrações não interferiram nas funções dos tecidos 

hematopoiéticos (rim cefálico e o baço). 

O tratamento de parasitoses em peixes é um problema enfrentado pelos 

piscicultores, pois os produtos usualmente aplicados no controle são tóxicos para os 

peixes e ao meio ambiente (CHAGAS et al., 2006). No presente estudo não foram 

observadas alterações na série vermelha do tambaqui. Entretanto, após exposição 
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ao triclorfon (0,4 mg L-1) em Piractus mesopotamicus, ocorreu redução número de 

eritrócitos e taxa de hemoglobina  (TAVARES DIAS et al., 1999b). Em Cyprinus 

carpio (RANZANI-PAIVA, 1987) e Oreochromis mossambicus (SAMPATH et al., 

1993)   expostos ao xenobiótico aumentaram o número de eritrócitos e taxa de 

hemoglobina. As alterações descritas em peixes após exposição ao triclorfon 

revelam que diferentes espécies respondem de forma diferenciada sob condições 

ambientais e concentrações utilizadas.  

 Outros organofosforados empregados no controle de parasitas em peixes 

quando submetidos por períodos superiores a 96 horas causaram alterações nos 

parâmetros hematológicos. Mataqueiro (2002) verificou aumento no número de 

eritrócitos, taxa de hemoglobina e redução no volume corpuscular médio em P. 

mesopotamicus, após a exposição (8 dias) ao paration-metílico. John (2007) 

verificou aumento na taxa de hemoglobina, hematócrito e contagem de hemoglobina 

em Mystus vittatus quando exposta ao metasystox (7,0 mg L-1) pelo período de 30 

dias.  

No controle de parasitoses, os organofosforados são recomendados, porém 

estes têm alto grau de toxicidade para peixes, ambiente e aplicador, e alternativas 

devem ser investigadas (POST, 1987; NOGA, 1996). Outros agrotóxicos foram 

testados quanto seu grau de toxidez no meio aquático. Porto (2005) verificou não 

haver diferenças significativas nos parâmetros hematológicos de C. macropomum 

exposto em diferentes tempos (24 e 48 h) ao glisfosato Roundup na concentração 

48,35 mg L-1. John (2007) avaliou os efeitos do Sevin, um carbamato, em Mystus 

vittatus expostos em concentração subletal (4,0 mg L-1) durante 30 dias e observou 

aumento na taxa de hemoglobina, contagem de células vermelhas e hematócrito. 

Chagas et al., (2006) observaram alterações nas variáveis hematológicas, em 

tambaqui (C. macropomum) expostos a mebendazol, fármaco anti-helmintico que 

pertence aos derivados benzimidazóicos, na concentração  300 mg L-1 após 120 

minutos de exposição, com aumento na taxa de hemoglobina. 

 Os índices hematimétricos em C. macropomum (VCM, HCM e CHCM) não 

sofreram alterações após exposição ao triclorfon. Segundo McCarthy et al. (1973), 

os valores de VCM e HCM não são bons indicadores e devem ser interpretados com 

mais cautela para peixes, já que são calculados a partir da contagem total de 

eritrócitos e pode apresentar margens de erro, sendo o CHCM mas indicado por ser 

calculado a partir do percentual de hematócrito e da hemoglobina.  



���

�

6.4 – Efeitos nos parâmetros hematológicos: série branca 

 

Leucócitos são células do sistema imune, sendo prontamente recrutadas pelo 

organismo contra a invasão de patógenos, toxinas, lesões ou danos ambientais que 

perturbem a homeostasia (BROWN, 1997). O perfil leucocitário é particularmente 

avaliado porque estes são alterados por estresse e podem ser diretamente 

relacionados com hormônios do estresse, onde as principais mudanças causadas 

pelo estresse ou tratamento com glicocorticóides aumentam o número de neutrófilos 

e reduções no número de linfócitos. (DAVIS et al., 2004).  

O fator biológico mais importante na interpretação das análises das células 

brancas é a variação em tipo, número e aparência dos leucócitos (BARTON & 

IWAMA, 1991), no entanto, a caracterização de células brancas em peixes é 

dificultada devido à falta de padronização das características das células 

leucocitárias e segundo Afonso et al., (1998) e Vale et al., (2002) é difícil distinguir e 

quantificar a população leucocitária usando critérios simples de morfologia, sendo 

necessário a utilização de técnicas citoquímicas. 

Outro ponto relevante é quanto à metodologia empregada na quantificação de 

leucócitos, pois, segundo Tavares-dias & Moraes (2004) a diversidade de técnicas 

para quantificação e identificação dos leucócitos é responsável pela dificuldade da 

comparação dos estudos. Resultados obtidos por Ishikawa et al., (2008) 

demonstram diferenças na quantificação total de leucócitos em peixes pela técnica 

de contagem direta e indireta. 

 

6.4.1 – Leucócitos 

 

A elevação significativa (p<0,05) do número total de leucócitos evidencia que 

houve recrutamento de células relacionadas com o sistema de defesa orgânica do 

tambaqui (C. macropomum). Este aumento é comumente observado como reação 

durante os primeiros dias de exposição ao estresse quando os peixes tentam 

restaurar a homeostasia, no entanto, persistindo o fator estressante, decréscimos 

são observados, demonstrando debilidade do sistema imune (VOSYLIENÉ, 1999).  

Leucocitose também foi evidenciada em Mystus vittatus exposto ao 

organofosforado Metasystox por 30 dias em concentração subletal (7,0 mg L-1) 

(JOHN, 2007). No entanto, leucopenia foi observado em carpa (C. carpio) em 
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contato com diazinon (19,48 mg L-1) pelo período de 96 horas (SVOBODA et al., 

2001). Já o organofosforado metion-paration não causou alterações significativas em 

pacu (P. mesopotamicus) para os diferentes tempos de exposição (3 e 8 dias) em 

concentração subletal (MATAQUEIRO, 2002).  

Resultado semelhante ao encontrado no presente estudo foi observado por 

Pimpão (2006), onde leucocitose ocorreu em Ancistrus multispinis exposto ao 

piretróide, deltametrina (0,3 mg L-1). Estudos com 243 pesticidas consideraram os 

piretróides como um dos mais tóxicos para organismos aquáticos, tais como peixes 

e crustáceos (WHO, 1990). Já o carbamato Sevin, não causou alterações 

significativas em M. vittatus na concentração 4.0 mg L-1 pelo período de 30 dias de 

exposição (JOHN, 2007), provavelmente, sendo menos tóxico em relação ao 

triclorfon. 

 

6.4.2 – Linfócitos 

 

Os linfócitos participam de processos inflamatórios, porém suas funções em 

peixes não estão bem esclarecidas, sendo necessário estudo de sua composição 

química (LAMAS et al., 1994). Segundo Campebell (1996) linfócitos estão envolvidos 

numa variedade de funções imunológicas como produção de imunoglobulina e 

modulação do sistema de defesa. Em C. macropomum em concentrações subletais, 

o triclorfon induziu linfocitose, sendo essa uma resposta de preparação ao 

organismo para possíveis patogenias. Linfopenia, no entanto, foi observado por 

Siwicki et al., (1990), em carpas (C. carpio) após intoxicação com triclorfon. 

Outras espécies expostas a organofosforados produziram linfopenia, como 

em C. carpio (SVOBODÁ et al., 2001) exposta ao diazinon e em H. fossilis exposto 

ao paration-meílico (NATH & BANERJEE, 1996). Já em P. mesopotamicus, não 

foram observadas alterações após exposição ao paration-metílico (MATAQUEIRO, 

2002), bem como, Thuvander et al., (2002) estudando trutas arco-íris exposta ao 

Clophen A50. Entre as alterações leucocitárias, a mais comum é a redução do 

percentual ou número de linfócitos circulantes, possivelmente em decorrência de sua 

redistribuição entre os órgãos linfopoiéticos ou do tráfego desses leucócitos 

(TAVARES & MORAES, 2004).  
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6.4.3 – Monócitos 

 

Redução no valor de monócito foi observado no grupo exposto ao triclorfon 

para concentração 0,125 mg L-1. Monócitos são células de longa vida e são 

associados à defesa contra infecções bacterianas (Campebell 1995, Davis, Cook & 

Altizer 2004). Este resultado aponta para maiores cuidados em relação à utilização 

do triclorfon em animais com elevado grau de infestação parasitária, principalmente, 

quando esses são do gênero Argullus e Dolops, pois comprovou-se que estes 

parasitas são responsáveis por transportar viroses e bacterioses de importância na 

piscicultura (Pavanelli et al., 2002). 

Alguns autores relatam a dificuldade em diferenciar leucócitos em peixes, 

como citado por PIMPÃO (2006). Os monócitos foram caracterizados como uma 

célula arredondada, com citoplasma basófilo, vacualizado, núcleo em geral 

excêntrico ou esférico e são consideradas verdadeiras células em trânsito no sangue 

periférico (LORENZI, 1999; TAVARES-DIAS & MORAES, 2004). 

 

6.4.4 – Neutrófilos 

 

Neutrófilos são os primeiros leucócitos fagocitários a proliferarem na 

circulação em resposta a infecções, inflamações e estresse (JAIN, 1993; 

CAMPEBELL, 1995; RUPLEY, 1997; HARMON, 1998; THRALL, 2004). O Aumento 

na contagem de neutrófilos pode ocorrer devido à liberação de glicocorticóides que 

estimulam o influxo de neutrófilos no sangue pela medula óssea e atenua o egresso 

de neutrófilos do sangue para outros compartimentos (BISHOP et al., 2006).  Estes 

resultados sugerem que, provavelmente a exposição ao triclorfon não induziu a 

liberação de glicocorticóides. O número de neutrófilos sob exposição ao pesticida 

paration-metílico em pacu (P. mesopotamicus) também não causou alterações 

significativas (MATAQUEIRO, 2002). Esta resposta também foi observada em C. 

carpio exposta ao diazinon (SVOBODÁ, 2001).  
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6.4.5 – Trombócitos 

 

Os trombócitos se equivalem às plaquetas nos mamíferos e tem sido incluído 

na contagem diferencial em peixes o que trás dificuldade na comparação de 

modernas contagens que não incluem trombócitos na contagem diferencial 

(THRALL, 2004). A função fagocitária dos trombócitos ainda não foi completamente 

elucidada, onde existem controvérsias entre autores quanto sua participação nos 

mecanismos de defesa (TAVERES-DIAS et al., 2007). Alguns autores têm reportado 

a habilidade fagocitária em teleósteos, porém Meseguer et al., (2002) questiona 

devido a falta de evidencias da digestão em trombócitos.  

Algumas estruturas ligadas ao mecanismo fagocitário foram identificadas em 

trombócitos de tambaqui (C. macropomum), evidenciando uma possível participação 

destas células como agentes de defesa do organismo, no entanto o autor sugere 

mais estudos a fim de confirmar a função de defesa dos trombócitos em peixes 

(TAVARES-DIAS et al., 2007). 

L. macrocephalus e P. mesopotamicus infestados por parasitas não 

apresentaram alterações nos contagens de trombócitos (TAVERES-DIAS et 

al.,1999), resultado semelhante foi encontrado por Tavares-Dias et al. (1998) em O. 

niloticus infestada por I. multifilis e Saprolegnia sp., possivelmente pelo equilíbrio 

entre a relação parasita/hospedeiro. Em P. mesopotamicus infestados por Argulus 

sp redução do percentual de trombócitos foi observado, possivelmente estivessem 

sendo mobilizados para contribuir nos mecanismos de defesa orgânica (TAVARES-

DIAS et al., 1998). 

Diante das proposições dos referidos autores citados acima, pode-se inferir 

que os aumentos na contagem de trombócitos no presente estudo, possivelmente 

podem ter sido causadas pela alteração do sistema imune, pela presença do 

xenobiótico. No entanto, estas células devem ser incluídas num bloco de células 

denominado como células sanguíneas de defesa orgânica (TAVARES-DIAS et al., 

1998). 
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6.5 – Frequência de micronúcleos (MNC%) 

 

O teste do MNC% foi utilizado neste trabalho como mecanismo de avaliação 

de possíveis danos celulares, causados pela exposição ao triclorfon. Segundo 

Heddle et al. (1991), micronúcleos são respostas a curto prazo a uma substância 

genotóxica, de modo que a sua expressão depende da intensidade da exposição à 

poluição e provavelmente independente da duração de tal exposição. No entanto, no 

presente estudo a exposição à maior concentração (0,25 mg L-1) não foi capaz de 

causar alterações significativas.   

De Flora et al. (1993) relatam que alterações cromossomais são mais 

evidentes após sete dias da exposição a agentes mutagênicos e não há um 

incremento após quinze e trinta dias, o que é típico de marcadores biológicos porque 

células danificadas tendem a ser removidas do organismo mais rapidamente do que 

células jovens. Assim, podemos inferir que, possivelmente, a exposição à 

concentração 0,25 mg L-1 de triclorfon, em C. macropomum, induziu maior atividade 

repositória de células danificadas, já que nessa concentração não foram observadas 

diferenças significativas em relação ao grupo controle. Este resultado também pode 

estar associado à paralisação do processo de eritropoiese. Segundo Udroiu (2006) 

agentes genotóxicos resultam na paralisação desse processo, portanto, não 

somente a produção de eritrócitos é interrompida, mas também a de micronúcleos, 

resultando em um falso negativo.  

Diversos estudos relatam que determinadas espécies não são adequadas 

para estudos de biomonitoramento, pois não respondem à presença de 

contaminantes no ambiente aquático, enquanto que outras espécies são capazes de 

detectar a presença destes (RAMSDORF, 2007). A elevação significativa na 

frequência de micronúcleo na concentração subletal 0,125 mg L-1, obtido no 

presente trabalho revela a adequação do tambaqui como organismo sensível a 

poluição ambiental por triclorfon. Outras espécies também foram utilizadas no 

estudo de biomonitoramento. Ayllon & Garcia-vazquez (2000) verificaram a 

sensibilidade da espécie Poecilia latipinna ao cádmio e ao mercúrio e falta de 

sensibilidade de P. phoxinus ao mercúrio. Grisolia & Cordeiro (2000), ao trabalharem 

em bioensaios com ciclofosfamida e mitomicina no teste do micronúcleo písceo, 

verificaram que a espécie Tilapia rendalli apresenta maior sensibilidade do que as 

espécies Oreochromis niloticus e Cyprinus carpio. LEMOS et al. (2005), analisando 
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diferenças de resposta entre espécies em análises in situ, também observaram a 

adequação da espécie Tilapia rendalli como bioindicadora de genotoxicidade em 

ambiente lacustre.  

Aumento na frequência de micronúcleo também foi verificada por Moron et al. 

(2006) em Piaractus mesopotamicus quando exposto ao herbicida atrazina. 

Resultado semelhante foi observado por Ayllon & Garcia-Vazquez (2001) em 

Oncorhynchus mykiss quando expostos a ciclofosfamida, N-etil-N-nitrosuera, 

acrilamida e colchicina. No entanto, Moreira-Neto et al. (2008) não observaram 

diferenças significativas nos resultados obtidos pelo teste de Micronúcleo em 

Poecilia retinaculus entre o grupo tratado com cipermetrina (piretróide) e o controle 

para tratamentos de curta (96h) e longa duração (28 dias). 

Segundo Gustavino et al. (2001), há uma variação no número de micronúcleo 

nas células de peixes e alguns trabalhos relatam diferenças naturais no número de 

micronúcleo em algumas espécies. De acordo com Al-Sabti & Metcalf (1995) a 

freqüência de MNC% depende da cinética da proliferação celular, sendo está 

variável em função da espécie de peixe, tecido estudado e com alterações 

ambientais. Embora alguns autores mencionem variações no modelo, o teste do 

micronúcleo em peixes pode representar uma alternativa para detecção da 

genotoxicidade (Hose et al., 1987; Ayllon & Garcia-Vazquez, 2000). 
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7- CONCLUSÕES 
 
 

 � A concentração letal média obtida para tambaqui (C. macropomum) exposto 

ao triclorfon é 0,82 mg L-1; 

 

 � O triclorfon não causou alterações nos parâmetros hematológicos: série 

vermelha em C. macropomum em concentrações subletais, pelo período de 96 

horas; 

 

� O triclorfon promove alterações leucocitárias em C. macropomum em 

concentrações subletais, no período de 96 horas de exposição, com elevação na 

quantidade de linfócitos e redução na quantidade de monócitos; 

 

� O uso de triclorfon em C. macropomum com elevado grau de infestação 

parasitária, por ectoparasitas do gênero Argullus e Dolops pode favorecer infecções 

bacterianas; 

 

� O triclorfon provoca elevação na frequência de micronúcleo nos eritrócitos 

do C. macropomum, na concentração subletal. 
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