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RESUMO

Pereira-Maduenho, L. Parametros morfo-funcionais de Prochilodus
lineatus ap6s exposi¢ao aguda ao inseticida Dimilin®. 2007. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias Biolégicas — Area de Concentracdo - Zoologia).

Universidade estadual de Londrina, Parana.

O Dimilin® é um inseticida a base de diflubenzuron amplamente utilizado contra
as pragas da agricultura e em pisciculturas, no controle de ectoparasitos de
peixes. Devido a caréncia de dados sobre os efeitos do Dimilin® para peixes
neotropicais, o presente estudo teve por finalidade avaliar os possiveis efeitos
do inseticida em parametros bioquimicos, fisiolégicos e histolégicos de
Prochilodus lineatus, uma espécie neotropical que apresenta bom potencial
para e € sensivel a acdo de contaminantes. Exemplares de jovens P. lineatus
foram expostos a concentragao subletal de 100 mg.L'1 de Dimilin® em testes de
toxicidade estaticos agudos durante 6, 24 e 96h. O inseticida causou redugao
do numero de eritrécitos e aumento do seu volume, assim como decréscimo do
conteudo de hemoglobina apos 96h de exposigao, provavelmente devido a
hemolise dos eritrocitos. A hiperglicemia, também observada no maior tempo
experimental, indicou a mobilizagdo energética possivelmente mediada por
catecolaminas e pode ter contribuido para o aumento da osmolaridade. A
inducdo da atividade hepatica da Glutationa-S-Transferase e da catalase
sugeriu ativagao das vias de metabolizagdo de xenobidticos, assim como das
defesas antioxidantes, devido ao processo de metabolizacdo do inseticida. A
diminuicdo da atividade da acetilcolinesterase muscular em todos os tempos

experimentais demonstrou que o Dimilin® é um inseticida anticolinesterasico.



Além disso, a ocorréncia de lesdes histologicas hepaticas, mesmo sendo
moderadas, pode prejudicar o funcionamento deste 6rgao. Estas alteracbes
observadas devem interferir na manutencdo da omeostase dos peixes e
indicam nas condicdes experimentais empregadas o Dimilin® é téxico para

Prochilodus lineatus.

Palavras-chave: acetilcolinesterase, catalase, Dimilin®, eritrocitos, figado,

glicemia, Glutationa-S-transferase, histopatologia, peixe, Prochilodus lineatus.



ABSTRACT

Pereira-Maduenho, L. Morphological and functional parameters of
Prochilodus lineatus after acute exposure to the insecticide Dimilin®.
2007. Master Dissertation (Master in Biological Sciences — Zoology). State

University of Londrina, Parana. Brazil.

Dimilin®, also known as diflubenzuron, is an insecticide widely employed in
agriculture and also in fish farms, to control fish ectoparasites. Due to the lack
of data concerning Dimilin® effects to neotropical fish species this study aimed
to analyze the effects of this insecticide on biochemical, physiological and
histological parameters of Prochilodus lineatus, an neotropical fish that
represents a potential to be raised in fish farms and is sensitive to the action of
water contaminants. Juveniles of P. lineatus were exposed to a sublethal
concentration of Dimilin® (100 mg.L™") in acute static toxicity tests during 6, 24
and 96h. The exposure to the insecticide during 96h lead to a reduction in the
number of erythrocytes followed by an enhancement in their volume, and also a
decrease in the hemoglobin content, probably due to the lyses of erythrocytes.
An increase in blood glucose, also observed in the longer experimental period,
indicated energy mobilization possibly mediated by catecholamines and might
have contributed to the increase in blood osmolarity. The enhanced
Glutathione-S-Transferase and catalase liver activity suggested the activation of
xenobiotic metabolic pathways and antioxidants defenses, as a consequence of
the biotransformation processes of the insecticide. The significant decrease in
the activity of muscle acetylcholinesterase in every exposure period showed

that Dimilin® might be considered as an acetylcholinesterase inhibitor. Besides,



the occurrence of liver histopathological lesions, even moderate ones, might
interfere in the normal hepatic function. Taken as a whole these alterations
probably interfere on fish homeostasis indicating that Dimilin® is toxic for the

neotropical fish Prochilodus lineatus.

Key-words: acetylcholinesterase, catalase, Dimilin®, erythrocytes, liver, blood

glucose, Glutathione-S-Transferase, histopathology, fish, Prochilodus lineatus.
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1. INTRODUGAO

1.1. Contaminagao aquatica

O crescimento da populagdo humana, associado ao aumento da
expectativa de vida e outros fatores, levaram a intensificagdo das atividades
agricolas e industriais, devido ao aumento exagerado do consumo. A partir da
década de 1970 a populagido brasileira praticamente dobrou, passando de 90
milhdes de individuos, para mais de 180 milhdes em 2004 (IBGE, 2004). O
necessario aumento da produtividade levou ao uso indiscriminado de produtos
quimicos como fertilizantes e inseticidas, e, em decorréncia disso, os ambientes
terrestres e aquaticos tém sofrido grande impacto, devido a crescente
contaminagcdo. De acordo com a legislagdo brasileira, impacto ambiental é
“‘qualquer alteragdo das propriedades fisicas, quimicas e biolégicas do meio
ambiente, causada por qualquer forma de matéria ou energia resultante das
atividades humanas que, direta ou indiretamente, afetam: |- a saude, a
segurancga e o bem-estar da populagao; II- as atividades sociais e econdmicas;
Ill- a biota; IV- as condigbes estéticas e sanitarias do meio ambiente; V- a

qualidade dos recursos ambientais” (CONAMA 001, 1986).

Diferentes tipos de contaminantes, como o excesso de matéria organica
proveniente de esgotos domésticos, industrias alimenticias, lavouras, pecuaria,
efluentes industriais contendo residuos quimicos como metais, cloro, amdnia,
detergentes, acidos, as bifenilas policloradas (PCBs), os hidrocarbonetos de
petréleo e os pesticidas utilizados na agropecuaria, entre outros, acabam por
atingir os ambientes aquaticos (HEATH, 1995). Uma vez na agua, determinados
agentes quimicos causam efeitos que trazem prejuizos diretos ou indiretos a

biota residente.



Os pesticidas podem atingir os corpos de agua por aplicagao direta e
intencional ou incidentalmente, devido ao escoamento superficial, carreado pelas
aguas das chuvas e lixiviagdo. A atmosfera também é um meio de dispersao de
contaminantes que podem atingir diretamente a superficie das aguas ou serem
transportados pela acdo das chuvas. No ambiente aquatico esses produtos
podem ser adsorvidos por material particulado em suspensao, se depositar no
sedimento ou ser absorvido pela biota, sendo entao detoxificados ou acumulados
nos organismos aquaticos (RAND e PETROCELLI, 1985; MACHADO NETO,

1991; TOMITA e BEYRUTH, 2002; MOZETO e ZAGAROTTO, 2006).

O uso de agrotoxicos intensificou-se nos ultimos anos. Dados do
Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Defesa Agricola (SINDAG)
mostram que o Brasil € o oitavo pais no consumo de defensivos agricolas.
Dentre os variados grupos de pesticidas que atingem os corpos de agua, os
inseticidas tém grande relevancia ecoldgica. Dados do IBGE (2006) mostram que
organofosforados e piretréides foram os inseticidas mais usados nas culturas de
soja e milho, nas safras de 1998/1999 no Parana. Eles sao considerados

extremamente toéxicos para peixes (HEATH, 1995).

Assim, trabalhos voltados a toxicologia aquatica, que estuda os efeitos
de agentes toxicos sobre o0s organismos aquaticos, permitindo estabelecer
limites de concentracdo de substancias téxicas aceitaveis no ambiente, sem
causar danos significativos a biota residente (RAND e PETROCELLI, 1985;
RAND, 1995), sao indispensaveis para se conhecer os riscos e apresentar

recomendagdes quanto ao uso de pesticidas.

1.2. O uso de pesticidas na aqtiicultura



No Brasil, um pais rico em recursos hidricos, a aquicultura vem
ganhando mais espagco como atividade econdmica nos ultimos anos,
principalmente a piscicultura, que corresponde a 96% da producdo aquicola.
Devido ao seu crescimento, vem sendo considerada uma opg¢ao promissora de

investimentos e produgéao alternativa de pescado (AGOSTINHO et al., 2007).

Fatores relacionados ao transporte e qualidade da agua, entre outros,
afetam os peixes, tornando-os susceptiveis a doengas devido a depresséo do
seu sistema imunologico (SCHALCH et al., 2005). Outro grande problema
enfrentado na piscicultura é a parasitose, que causa danos a saude dos peixes
e, consequentemente, prejuizo de ordem econdémica. Segundo Agnethe et al.
(2002), a aplicagao de produtos quimicos € a primeira estratégia para o combate
a ectoparasitos. Entretanto, faltam informacdes sobre o uso de compostos
antiparasitarios em peixes neotropicais, pois as que existem sao provenientes de
estudos com peixes de aguas frias, principalmente salmdes, e as condi¢des
ambientais e fatores individuais das espécies de regides temperadas sdo muito
diferentes (BOUBOULIS et al., 2004). Schalch et al. (2005) atentam para o fato
de que em muitos paises da Europa nédo ha legislagdo para o uso de
antiparasitarios em peixes e outros organismos aquaticos. Isto também se aplica
ao Brasil, onde a auséncia de informagdes e formulagdes préprias para a
aquicultura leva ao uso indiscriminado de produtos com formulacdes especificas
para a agropecuaria no cultivo de peixes. Neste contexto, o uso indiscriminado
de farmacos na aquicultura para tratamento de enfermidades é uma realidade

preocupante (MABILIA e SOUZA, 2006).

De acordo com Burka et al. (1997), as drogas comumente usadas no

tratamento de infestagdes por crustaceos em tanques de piscicultura sdo os



organofosforados, as piretrinas e os piretréides, que interferem na transmissao
neuromuscular do parasito e do hospedeiro, alterando o comportamento dos
peixes, e os inibidores da sintese de quitina. Em funcao da alta mortalidade de
organismos aquaticos e do desenvolvimento de resisténcia pelo parasito,

atualmente os trés primeiros produtos tém seu uso diminuido.

Inseticidas derivados da uréia, como o diflubenzuron, agem inibindo a
sintese de quitina no exoesqueleto dos artropodes, interrompendo seu
desenvolvimento e consequentemente levando o artrépode a morte. Tais
produtos tém sido bastante utilizados no controle de parasitos em salmonideos.
A partir de 1999, o inseticida Dimilin®, passou a ser frequentemente usado em

piscicultura no Brasil, no controle de crustaceos ectoparasitos (MARTINS, 2004).

1.3. O inseticida Dimilin®

O Dimilin®, cujo principio ativo é o diflubenzuron, € um inseticida que
pertence ao grupo da benzoilfenilureia, de nome quimico N-[[(4-clorofenil)
amino] carbonil]-2,6-difluorobenzamida ou 1-(4-clorofenil)-3-(2,6-
difluorobenzoil) uréia. Sua férmula empirica é C14HoCIF,N2O,. Trata-se de um
pd cristalino branco, sem odor, cuja solubilidade em agua é de 0,1mg.L™", em
temperatura de 20 a 25°C (EPA, 2006). Por ser considerado de baixa
toxicidade, o Dimilin® pertence a classe toxicologica IV (EPA, 2006). O
diflubenzuron foi registrado como pesticida nos Estados Unidos em 1976 para
uso restrito contra uma espécie de mariposa (Limantra dispar) e, em anos
subsequentes, foi aprovado para uso em diversas culturas (FISCHER e HALL,

1992).



A persisténcia de um composto quimico reflete a capacidade do
produto se manter contaminando o ambiente por muito tempo, apresentando
um risco potencial (RAND e PETROCELLI, 1985; AGNETHE et al., 2002).
Portanto, aqueles que persistem por mais tempo, tém maior probabilidade de
interacdo com os componentes do ecossistema. O diflubenzuron tem se
mostrado pouco persistente no ambiente, degradando-se rapidamente no solo
€ na agua. Sua meia-vida no solo € de dois a seis dias e na agua, de um a sete
dias, porém & persistente na superficie das folhas, permanecendo na
serrapilheira por cerca de um ano (VDH, 1996). Schaefer e Dupras (1977)
reportam que a persisténcia do diflubenzuron é mais baixa em condigbes de pH
elevado (10) e temperatura de 38°C; e a luz solar direta, aparentemente nao
exerce nenhum efeito nessa persisténcia. Esses valores simulados dificilmente
se aplicam as condicbes ambientais naturais. Estudos feitos no Ribeirao
Cambé, na regido de Londrina, Estado do Parana, mostram que a temperatura
varia em torno de 17°C no inverno e 26°C no verdo, enquanto que o pH varia
em torno de 7,6, sendo considerados valores normais para regides tropicais

(CAMARGO e MARTINEZ, 2006).

Outro fator importante a ser levado em consideracdo quanto a
persisténcia do diflubenzuron no ambiente é a quantidade de matéria organica.
Estudos indicam que este componente tem grande importancia na adsorgéo e
degradacédo do diflubenzuron no substrato. Aguas com maior quantidade de

matéria organica retém melhor o produto (FISHER e HALL, 1992).

Estudos com diferentes espécies de peixes para a determinacdo da
concentragéo letal média em 96h (CLso) de diflubenzuron, indicam que um dos

metabdlitos do diflubenzuron — a 4-cloroanilina — que se encontra na lista de



produtos quimicos perigosos da Companhia de Tecnologia de Saneamento
Basico de Sao Paulo (CETESB, 2007), apresenta elevada toxicidade para
peixes, sendo maior que a do préprio produto de origem (FISHER e HALL,
1992). Além disso, estudos com ratos e camundongos indicam que tanto a 4-
cloroanilina quanto outro metabdlito, a 4- clorofeniluréia, s&o possiveis
carcinogénicos para humanos e que pessoas expostas ao diflubenzuron por
periodo prolongado, apresentaram alteragdes sanguineas como a formagéao de
metahemoglobina (EPA, 2006). Isso se relaciona ao fato de que as aminas
aromaticas (como a 4- cloroanilina), causam efeitos no sangue pois ao serem
degradadas via citocromo P4s0 , levam a formagcdo de metahemoglobina e

produzem hemodlise dos eritrocitos (BUDINSKY JR, 2000).

Além do uso na agricultura, o diflubenzuron vem ganhando espago como
um dos pesticidas de grande eficiéncia no controle da Dengue. Estudo feito
com larvas do mosquito Aedes aegypti expostos ao diflubenzuron, indica a
viabilidade do seu uso em fungéo da alta mortalidade provocada (MARTINS E

SILVA, 2004).

Este inseticida também é considerado bastante eficaz no controle de
certos crustaceos ectoparasitos de peixes, como Laernae sp, Argulus sp, e
Dolops sp, entre outros, que afetam a saude do animal e causam grande
prejuizo econdémico aos piscicultores. O uso do diflubenzuron nas aquiculturas
do Rio Grande do Sul, corresponde a 33,33% dos produtos usados no controle
da lerneose, seguido pelas avermectinas (19,4%) e organofosforados (9,52%)
(MABILIA e SOUZA, 2006). A concentragdo de produto a base de
diflubenzuron comumente usada diretamente nos tanques é de 100 a

200g.1000m? de agua, o que corresponde a 0,1 - 0,2 mg.L™' (MARTINS, 2004).



Banhos terapéuticos utilizando 2,0 mg.L'1 de diflubenzuron em repeticbes com
intervalos de tempo de 24h também sdo recomendados, pois mostraram
eficacia no controle de Dolops carvalhoi (SHALCH et al., 2005). Estudos com
diferentes espécies de peixes para avaliar a toxicidade do diflubenzuron
indicam que a sua concentracdo letal média para 96 horas de exposigao (CLso
96h) é maior que 50 mg.L" (FISHER e HALL, 1992), o que caracteriza o

produto como pouco tdxico para peixes.

Embora o uso do diflubenzuron esteja amplamente difundido entre os
piscicultores no Brasil, pouco se sabe sobre sua toxicidade e seus efeitos para
peixes neotropicais. Os estudos para a avaliagdo da toxicidade do
diflubenzuron sao, na maioria, relacionados a determinagcao da CLsyo em peixes
de ambientes de baixa temperatura (FISHER e HALL, 1992) ou estéo
relacionados com a eficiéncia do produto no combate a ectoparasitos

(COSTELLO et al., 2001; BOUBOULIS et al., 2004; SCHALCH, et al., 2005).

A Agéncia de Protecdo Ambiental americana (EPA, 2006) chama a
atencdo para o fato de que o diflubenzuron apresenta perigo para
invertebrados aquaticos, colocando em risco as espécies. Organismos que
compdem o zooplancton fazem parte da cadeia alimentar aquatica e sofrem a
acao do diflubenzuron e, embora seja considerada uma droga de baixa
toxicidade, seu uso requer cuidado (SCHALCH et al. 2005). Assim, avaliar as
condigbes de saude de peixes neotropicais frente a um agente potencialmente
contaminante como o Dimilin® é importante para se avaliar o risco ambiental e,

eventualmente, sugerir critérios para seu uso.

4.1. O peixe neotropical Prochilodus lineatus



O curimba (Fig.1), um peixe de regiao neotropical da espécie Prochilodus
lineatus, € considerado uma das espécies mais abundantes e importantes da
regido Sul e Sudeste do Brasil, sendo bastante utilizados na alimentagao
humana (MARTINEZ et al. 2006). Este peixe demonstra elevada tolerancia a
variagbes de temperatura (BARRINUEVO e FERNANDES, 1995) e de pH
(TAKASUSUKI et al., 2004) apresentando um &timo potencial para a
piscicultura, pois tendo habito alimentar detritivoro, o custo de produ¢cdo com
esta espécie é baixo, tornando-se uma alternativa economicamente atrativa
(LEONHARDT et al. 2002; ITUASSU et al. 2005).

O curimba é considerado um peixe de grande porte, podendo atingir até 6
kg. Mesmo sendo uma espécie migradora para fins reprodutivos, estes nao
fazem desova natural em cativeiros, porém, nao apresentam problemas com
relacdo a produgcédo de gametas, viabilizando a desova por indugédo hormonal
(ITUASSU et al. 2005). Devido a sua importancia econdmica e por ter sua
biologia bem conhecida e ser sensivel a poluentes, esta espécie é apropriada
para testes de toxicidade (MARTINEZ e COLUS, 2002; CAMARGO e
MARTINEZ, 2006). Estudos com P. lineatus tém sido realizados tanto em
laboratério quanto “in situ”, para avaliagao dos efeitos de contaminantes nesta
espécie (MAZON e FERNANDES, 1999; MARTINEZ e SOUZA, 2002;
ALMEIDA et al.2005a; SIMONATO et al. 2006; CAMARGO e MARTINEZ,

2006; WINKALER et al. 2007).



Figura 1 — Exemplar de peixe jovem da espécie Prochilodus lineatus.

1.5. A ecotoxicologia e o uso de biomarcadores

Nas ultimas décadas, o interesse humano pelas questdes ambientais
tem aumentado devido a crescente contaminagéao (ZAGATTO, 2006). Foi neste
contexto que se desenvolveu uma nova area de estudos: a ecotoxicologia.
Trata-se de uma ciéncia multidisciplinar capaz de fornecer instrumentos
necessarios para a prevengao de impactos ambientais (NASCIMENTO et al.,

2006).

A ecotoxicologia se preocupa em estudar os efeitos prejudiciais de
substancias quimicas no ambiente (MARTINEZ e COLUS, 2002). A avaliagdo
ecotoxicolégica de um determinado ambiente requer conhecimento das fontes
de emissao, difusdo, transformacéo e destino dos poluentes no ecossistema.

Além disso, é importante conhecer os riscos potenciais desses poluentes a

biota, incluindo o homem (ZAGATTO, 2006).



10

A toxicologia aquatica tem importante funcdo na determinagcdo da
quantidade maxima de agentes toxicos que podem ser tolerados no ambiente,
sem causar danos significativos a biota residente (HEATH, 1995) e estuda os
efeitos qualitativos e quantitativos de xenobidticos nos organismos aquaticos
(RAND e PETROCELLI, 1985; RAND et al., 1995). A legislacdo brasileira
(CONAMA 357, 2005) determina que, quando apropriado, a qualidade dos
ambientes aquaticos pode ser avaliada por indicadores bioldgicos, utilizando-se

organismos e comunidades aquaticas.

Para avaliar os efeitos adversos de um agente quimico no organismo
vivo podem ser utilizados testes de toxicidade padronizados (RAND e
PETROCELLI, 1985). A utilizagdo desses testes, no nivel organico, ajuda a
prevenir a ocorréncia de alteragdes de alta relevancia ecologica em que as
populagcdes e as comunidades sdo severamente afetadas. Para isso, as
técnicas que evidenciam respostas em niveis mais baixos de organizagao
bioldgica s&o consideradas mais preventivas, sendo os biomarcadores uma

das abordagens mais promissoras (NASCIMENTO et al., 2006).



