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RESUMO

O objetivo deste estudo foi verificar a eficiéncia dos agrogquimicos/contaminantes
Paration metilico, Cipermetrina, Azadiractina e Extrato pirolenhoso no controle de
naiades de libélula (P. flavescens) durante a larvicultura do jundid (Rhamdia quelen),
assim como, averiguar a predacdo e 0s possiveis danos genotéxicos, histopatolégicos e
neurotdxicos que podem causar nas larvas. Foram realizados trés ensaios. No primeiro
foram testadas diferentes doses de cada produto para determinar as doses letais e
letargicas. Para isso, foram utilizados 270 naiades para cada produto testado e 9 para o
controle, totalizando 1089 animais. As naiades foram distribuidas em aquarios com
volume total de 1L em triplicatas. Para determinar as doses, iniciou com uma superdose
(1000 pl/L™) e em seguida foi observado o tempo em que as naiades levam até o 6bito.
As doses foram diminuidas gradativamente em 100 ul ¢ abaixo dessa dose, a diminuicéo
foi em intervalos de 5ul. No segundo ensaio foram utilizadas as doses determinadas no
ensaio |. Testes de predacdo em exposi¢do aos produtos foram realizados em aquarios
com volume total de 1L, dispostos em triplicatas para cada dose teste acrescido do
controle. Em cada aquéario foi disposta uma ninfa de libélula e10 larvas de jundia,
observando a quantidade de larvas consumidas no tempo letal de exposi¢do ao produto,
conforme determinado no ensaio anterior. O delineamento foi inteiramente casualizado
com nove tratamentos e trés repeticOes, totalizando 27 unidades experimentais. Os
tratamentos foram constituidos pelas doses de cada produto. No terceiro ensaio foi
realizada a larvicultura do jundia por 30 dias com exposicdo aos produtos. Foram
utilizadas 4000 larvas de jundia com 120 horas poés-eclosdo (HPE), distribuidas
aleatoriamente em 20 aquarios com volume total de 70L. As doses foram aplicadas em
intervalos de 7 dias, simulando o ciclo de postura dos ovos e eclosdo das ninfas de
libélula. A substituicdo de agua foi feita diariamente em 5%, juntamente com a limpeza
dos aquarios. O delineamento desse ensaio foi inteiramente casualizado com cinco
tratamentos e quatro repeti¢cOes, totalizando 20 unidades experimentais. Foram
deliberadas oito doses letais e letargicas: 5ul/L para o Paration metilico, 10 pl/L para a
Cipermetrina, 30, 25 e 20 ul/L para a Azadiractina e 20, 15 e 10 pl/L para o Extrato
pirolenhoso. Nos testes de predacdo, o tratamento contendo Azadiractina nas doses de
30, 25 e 20 pl/L sugere sobrevivéncia de até 43% das larvas, o Extrato pirolenhoso
25,6%, a Cipermetrina e o Paration metilico 87 e 73%, respectivamente. No terceiro
ensaio apos a larvicultura, ndo foram evidenciados qualquer indice de possiveis danos
histopatoldgicos em figado e branquias. O ensaio cometa sugere que a Cipermetrina e 0
Paration metilico causam danos ao DNA. A enzima acetilcolinesterase foi inibida
somente pelo Paration metilico. A utilizacdo do 6leo de nim pode ser uma alternativa
natural a utilizacdo de agroquimicos em tanques de cultivo na larvicultura do jundia
cinza (Rhamdia quelen), tendo em vista que ndo apresenta toxicidade aos animais e a
predacdo e reduzida significativamente.

Palavras-chave: Acetilcolinesterase. DNA. Genotoxicidade. Histopatologia. Predacao.
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ABSTRACT

The objective of this study was to verify the efficiency of the agrochemicals/
contaminants Methyl paration, Cypermethrin, Azadirachtin and Pyroligneous extract in
the control of dragonfly naiads (P. flavescens) during the larviculture of the catfish
(Rhamdia quelen) as well as to investigate the predation and the possible genotoxic,
histopathological and neurotoxic damages that can cause in the larvae. Three trials were
performed. In the first, different doses of each product were tested to determine lethal
and lethargic doses. For this, 270 naiads were used for each product tested and 9 for
control, totaling 1089 animals. The naiads were distributed in aquariums with a total
volume of 1L in triplicates. To determine the doses, it started with an overdose (1000 pl
/ L-1) and then observed the time in which the naiads lead to death. The doses were
gradually decreased in 100 pl and below that dose the decrease was in 5ul intervals. In
the second trial, the doses determined in test | were used. Predation tests on product
exposure were performed in aquaria with a total volume of 1L, arranged in triplicates
for each test dose plus control. In each aquarium a nymph of dragonfly and 10 catfish
larvae were arranged, observing the amount of larvae consumed in the lethal time of
exposure to the product, as determined in the previous test. The design was completely
randomized with nine treatments and three replicates, totaling 27 experimental units.
The treatments were constituted by the doses of each product. In the third trial were
carried out for 30 days the catfish larviculture with exposure to the products. 4000
catfish larvae were used with 120 hours post-hatching (HPE), randomly distributed in
20 tanks with a total volume of 70 I. The doses were applied at intervals of 7 days,
simulating the egg laying cycle and hatching of the dragonfly nymphs. The water
replacement was done daily at 5% along with cleaning the aquariums. The experimental
design was completely randomized with five treatments and four replicates, totaling 20
experimental units. Eight lethal and lethargic doses were planned: 5 pl / L for Methyl
paration, 10 ul / L for Cypermethrin, 30, 25 and 20 ul / L for Azadirachtin and 20, 15
and 10 ul / L for the Pyroligneous extract. In the predation tests, the treatment
containing Azadirachtin at the doses of 30, 25 and 20 ul / L suggests survival of up to
43% of the larvae, Pyroligneous extract 25.6%, Cypermethrin and Methyl paration 87
and 73%, respectively. In the third trial after the larviculture were not evidenced any
index of histopathological damage in liver and gills. The comet assay suggests that
Cypermethrin  and Methyl paration cause damage to DNA. The enzyme
acetylcholinesterase was inhibited only by Methyl paration. The use of nim oil may be a
natural alternative to use of agrochemicals in cultivation tanks in catfish larviculture
(Rhamdia quelen), considering that it does not present toxicity to animals and predation
is significantly reduced.

Key words: Acetylcholinesterase. DNA. Genotoxicity. Histopathology. Predation.
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1. O AVANCO E IMPORTANCIA DA PISCICULTURA DE PEIXES
NATIVOS

A busca por produtos da indistria pesqueira teve um avango nos Ultimos anos. 1sso
se deve ao aumento populacional que busca uma alimentacdo cada vez mais saudavel
(SIDONIO et al., 2012). Frente a este mercado consumidor, a producdo aquicola é a
alternativa mais indicada para que os niUmeros cres¢cam ainda mais ao longo dos anos,
tendo em vista que a pesca encontra-se com uma producdo estavel desde a década de
1990 (FAO, 2016a).

Houve um crescimento da producdo de pescado no mundo, a uma taxa média anual
de 3,2% nos ultimos 50 anos, sendo essa taxa maior que o crescimento populacional no
mesmo periodo em 1,6% (BRABO et al.,, 2016). Em comparag¢do, o consumo de
pescado por pessoa na década de 1960 foi de 9,9 kg por ano, e em 2012 estes numeros
passaram para 19,2 kg (FAO, 2016b). Este aumento acompanha o crescimento da renda
per capita, o acesso da populacédo as informagdes nutricionais, 0 empenho da industria
gastrondmica e principalmente, pelo desenvolvimento tecnolégico da aquicultura (FAO,
2016b).

Os produtos da industria do pescado possuem alto valor nutricional, sdo fontes de
proteinas, acidos graxos insaturados e vitaminas, além de apresentarem baixo colesterol,
oferecendo uma opg¢do mais saudavel em relacdo a outros animais (GONCALVES et al.,
2011). No ano de 2012, a producdo mundial de pescado foi de aproximadamente 158
milhdes de toneladas, sendo 91,3 milhGes de toneladas vindas da pesca e 66,6 milhdes
da aquicultura. Sendo desse total 136,2 milhGes destinados ao consumo humano e 21,7
milhGes de toneladas transformadas em Gleo e farinha de peixe, utilizados na nutricdo
animal (FAO, 2016a; FAO, 2016b).

Essas informacdes enfatizam a essencialidade do pescado para o comercio
internacional. No geral, a producdo mundial da pesca e aquicultura estabilizou em cerca
de 90 milhGes de toneladas nas Ultimas duas décadas e a estimativa é que esse nivel se
mantenha (FAO, 2016b). Assim, a tendéncia é que a aquicultura seja a atividade
responsavel por atender a maior parte da demanda global por produtos oriundos da

indistria do pescado nos préximos anos, sendo essa atividade, a que vem crescendo
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mais rapidamente no setor de producdo de alimentos de origem animal, com média de
6,2% entre 2000 e 2012 (BRABO et al., 2016).

A maior concentracdo de peixes de agua doce do mundo estd no Brasil. Sdo mais de
2.500 espécies nativas, sendo que muitas ainda ndo foram descritas (BUCKUP et al.,
2007). Entre essas espécies, pelo menos 40 possuem potencial para a aquicultura. 1sso
se deve ao Brasil possuir a maior reserva de dgua doce do planeta, uma extensdo com
mais de 8 mil km®, sendo o aproveitamento desses recursos para a producdo aquicola
muito menor que o seu potencial (SIDONIO et al., 2012). Apesar de o Brasil ser um
pais com grande potencial de producdo aquicola, o consumo de pescado por pessoa foi
de apenas 11,1 kg em 2011, valor inferior & média mundial e ao consumo de aves,
bovinos e suinos no pais (BRABO et al., 2016).

No ano de 2015, a producédo de pescado nacional ndo conseguiu atender a demanda
comercial, sendo necessaria a importacdo de paises como a China, Argentina e Chile, de
349,5 mil toneladas (BRASIL, 2013a). Apesar do aumento significativo da pesca ativa
no Brasil nos dltimos anos, a expectativa de crescimento da producdo é maior na
aquicultura, visto que o pais conta com caracteristicas favoraveis ao cultivo, citadas
anteriormente, e também conta com diversas espécies de potencial zootécnico e
comercial (BRASIL, 2013a; BRASIL, 2013b).

2. LIMITANTES NA LARVICULTURA DE PEIXES NATIVOS

A piscicultura é o ramo mais desenvolvido da aquicultura brasileira, tendo como
principais fatores limitantes para o seu desenvolvimento: dificuldade de regularizacéo
ambiental; elevado custo de producdo; assisténcia técnica insuficiente; baixa
qualificacdo dos produtores; poucas op¢Oes de linhas de crédito; baixos pre¢os pagos ao
piscicultor; dificuldade de acesso a tecnologia; limitacbes do mercado regional;
mortalidade de peixes por enfermidades e dificuldades na larvicultura (KUBITZA,
2012).

Nesse ultimo caso, destaca-se o preparo dos viveiros como o fator determinante para
0 sucesso da larvicultura. O preparo e a manutencdo dos viveiros comegcam desde a
qualidade da agua em que as larvas serdo alojadas até o controle de predadores, como

insetos aquaticos e aves.
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Diversas espécies de peixes nativos como o jundia cinza (Rhamdia quelen) e o
mandi pintado (Pimelodus britskii), apresentam comportamento canibal na fase larval,
sendo a qualidade da agua dos viveiros um fator determinante para o desenvolvimento
do microcosmo, ou seja, para o crescimento dos planctons necessarios para a
alimentacdo inicial em ambientes de cativeiro. A nutricdo exdgena € de fundamental
importancia para a diminui¢do do canibalismo, devendo o arragoamento ser parcelado,
para que ndo falte alimento para as larvas e para facilitar sua adaptacdo as dietas
comerciais (SCORVO FILHO et al., 2008).

Além do preparo dos viveiros, manutencdo da qualidade da agua e reducdo do
canibalismo existem outros fatores limitantes, como a existéncia de insetos aquéaticos
predadores que podem predar em larga escala (WOYNAROVICH & HORVATH,
1983), sendo um grande problema em criacdo semi-intensiva.

Para o controle de predadores do meio externo, como as aves ou lagartos, o0 método
comumente adotado por produtores sdo telas de malha sobrepostas em cada extremidade
dos viveiros, dificultando o acesso dos animais a agua.

Assim como no ambiente externo, dentro dos viveiros forma-se um microcosmo, ou
seja, um ecossistema completo e isolado, onde existem diversos seres vivos que
competem por oxigénio e alimento. Como em todo o ecossistema, o ambiente interno
dos viveiros de piscicultura é formado por teias e cadeias alimentares que sdo
compostas por fitoplanctons, zooplanctons, larvas de peixes e insetos aquaticos
(ODUM, 1971).

Em meio aos insetos aquaticos, a forma jovem das libélulas que popularmente sdo
conhecidas pelo nome da sua ordem, as odonatas, sdo as principais predadoras de larvas
e alevinos de peixes, e essa predagdo pode causar desde uma diminuicdo até a perda
total da producdo (KUBITZA, 2004).

Os principais métodos de controle da predacdo sdo baseados em ac¢des mecanicas,
quimicas e biologicas (DELGADO et al., 1995). Tais métodos foram desenvolvidos
todos com o mesmo objetivo, diminuir ou apenas controlar os niveis de predacdo de
alevinos na fase jovem das libélulas.

No primeiro caso, o controle da vegetacdo existente nas extremidades dos viveiros
de piscicultura ou até mesmo sobre a agua auxilia no controle populacional da odonata,
pois algumas espécies dessa ordem realizam postura indireta dos ovos, depositando-0s
na vegetacao e dependendo de fatores ambientais externos, como o vento e a chuva para

entrarem em contato com a agua (TAVE et al., 1990). J& nas espécies de postura direta,
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a utilizacdo de redes ou malhas sobre a superficie da dgua diminui significativamente a
ocorréncia da fase jovem da odonata nos tanques, pois dificultam o acesso da libélula
adulta a agua.

Segundo DELGADO et al. (1995), esses métodos de controle diminuem a presenca
de naiades de 80 larvas por m?® para 04 larvas por m? reduzindo assim o0s prejuizos
causados pelas mesmas. Entretanto, segundo testes de predacdo realizados por TAVE
(1990), indicam que esse numero ainda é elevado e pode causar prejuizos significativos
ao produtor.

Os autores MENEZES & YANCEY (1998) recomendam despejar no tanque 50
litros de 6leo queimado por hectare de lamina d’agua até se verificar a ndo ocorréncia
de mais libélulas na fase jovem na dgua. Entretanto, ndo existem produtos ou protocolos
especificos para o controle de insetos na piscicultura, e muitos produtores optam por
utilizar inseticidas agrogquimicos para combater a populagéo de naiades.

A utilizacdo de produtos agroquimicos no controle de insetos aquaticos
possivelmente trara consequéncias graves, como o risco de intoxicacdo nos peixes ou
residuos desses produtos na agua que em sistemas de circulagdo acabam nos rios, ou até
mesmo, no proprio peixe podendo refletir na saude humana que é consumidora
(ZANIBONI et al.; 2000).

Ainda, a utilizacdo de produtos quimicos com o objetivo de controlar as naiades,
ocasiona a morte de outros insetos presentes na agua, interferindo na cadeia alimentar e
prejudicando o ecossistema aquatico (MATAQUEIRO, 2002).

3. AGROQUIMICOS EM AMBIENTES AQUATICOS

Os agroquimicos sdo altamente toxicos e a grande maioria ndo se degrada no meio,
podendo causar interferéncia na cadeia alimentar, resultando em danos aos animais e ao
homem (MONTANHA et al.,2012). A cada ano, grandes areas de terra sdo destinadas
ao uso agropecudrio e também urbano, esse crescimento tem como consequéncia a
liberacdo de dejetos industriais nas aguas e a emissdao de particulas poluentes na
atmosfera representando ameacas crescentes para a ictiofauna (MARTINEZ & COLUS,
2002).

Pesticidas utilizados em agriculturas, geralmente escoam para sistemas aquaticos

desencadeando uma série de alteracBes no ambiente aquatico e nos organismos que 0
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habitam (SANTIAGO-MOREIRA, 2013). Os impactos da contaminacdo por
agrotoxicos em peixes variam de acordo com 0s tipos de substancias empregadas, esses
pesticidas atuam sobre o sistema nervoso de vertebrados exercendo um efeito
significativo sobre os canais de s6dio e interagem com o0s receptores GABA nos
filamentos nervosos (MONTANHA et al.,2012).

Os peixes sdo animais sensiveis aos agentes quimicos e dentre outras substancias
presentes na agua. Sao excelentes animais para estudos de impacto toxicologico e tém
sido amplamente utilizados nesse proposito (MONTANHA et al.,2012). Os organismos
aquaticos estdo em constante contato com substancias estranhas ao seu organismo,
substancias estas denominadas xenobioticos (PATCHINEELAM et al., 2011).

Estudos toxicoldgicos de diversas substancias fazem-se necessarios ja que,
anualmente, sdo langadas no mercado mais de mil novas substancias quimicas sintéticas
sendo, a maioria, sem nenhuma avaliacdo adequada sob o ponto de vista da sua
interacdo nos ecossistemas (BERNARDI et al., 2008).Atualmente, com a interferéncia
do homem na natureza, a poluicdo e a contaminacdo do meio ambiente vém aumentando
devido a crescente carga de efluentes lancados no ar, na agua e nos solos (JOBLING,
1995). O ecossistema aquatico é considerado o mais suscetivel a poluicdo e
contaminagdo (BERTOLETTI, 1990).

Existe uma enorme quantidade de poluentes que afetam o ambiente aquatico e cujos
efeitos sdo preocupantes, a compreensdo detalhada dos efeitos desses diferentes tipos de
efluentes nos corpos d’agua receptores ¢ essencial para o controle da poluicao
(MARTINEZ & COLUS, 2002). Segundo Tavares-Dias et al. (2001), inseticidas podem
causar alteracbes morfoldgicas, bioquimicas e fisioldgicas, as quais podem conduzir
para disturbios metabdlicos, disfuncdes enzimaticas e disfuncdo nos organismos de

peixes.

4. ORGANOFOSFORADOS

Sao compostos organicos derivados do acido fosforico e seus homologos (&cido
fosforico, tiofosférico, ditiofosforico e fosfonico) (BRACCO et al., 1997). Os
compostos organofosforados (OF) sdo os inseticidas mais amplamente utilizados no
mundo e 0s que mais causam intoxicacdes e grande nimero de mortes, com mais de
35.000 formulacdes diferentes em uso nos ultimos 40 anos (ALMEIDA, 2010).
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Mais de 50.000 compostos OF séo conhecidos pelo homem e pouco mais de 40
sdo utilizados como praguicidas. O primeiro OF sintetizado foi o tetraetilpirofosfato
(TEEP) em 1854 (CALDAS et al., 2000). A partir de 1932 comegou-se a investigar
esses agentes, inicialmente como praguicidas e mais tarde para uso como agentes de
guerra.

Dentre os inseticidas organofosforados, destaca-se o Paration metilico (Figura
1), comercialmente conhecido no Brasil como Folidol 600® (Bayer) e Folisuper 600
BR® (Agripec). O Paration metilico é classificado pela Agéncia de Protecio Ambiental
dos EUA como um pesticida de uso restrito, pertencente a classe toxicologica |, dos
compostos extremamente tdxicos, podendo ser utilizado somente por aplicadores
autorizados.

O Paration metilico é utilizado para o controle de uma grande variedade de
insetos em varias culturas, como o algoddo, o milho, a soja, a cana-de-agucar e 0s
citricos. Segundo os fabricantes é o unico produto recomendado para o controle do
inseto da “broca” sendo, por isso, extensivamente usado na agricultura brasileira
(MONTEIRO et al., 2009).

Na piscicultura, em tanques de producédo e na preparacao de viveiros de recepgao
de larvas e alevinos, Paration metilico € comumente aplicado para controlar larvas de
insetos da ordem odonata, predadoras de peixes. Desse modo, 0s peixes podem estar
constantemente sujeitos a exposi¢do ao produto, seja por contaminacgao acidental ou em
condicOes de tratamento em sistemas de cultivo de peixes, sendo de grande importancia
0 estudo dos seus efeitos toxicos.

A toxicidade do produto resulta primariamente na sua capacidade de inibir
colinesterases, além dos efeitos proprios do Paration metilico, durante a sua
biotransformacéo, onde é formado o paraxon, um metabdlito que aumenta e prolonga
seus efeitos toxicos (MONTEIRO et al., 2009). O autor ainda ressalta que em peixes, a
exposicéo a altas doses de Paration metilico, resulta em movimentos ndo coordenados,
perda de mobilidade e de equilibrio e alteracbes degenerativas no figado, nos rins e no
epitélio branquial.

A ampla utilizacdo desse produto, o desconhecimento dos riscos da sua
utilizacdo, o consequente desrespeito as normas basicas de seguranga sdo causas que
levam ao agravamento dos quadros de contaminacdo humana e ambiental observados no
Brasil (MONTEIRO et al., 2009).
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FIGURA 1. Férmula estrutural da molécula de Paration metilico. Fonte: ANVISA (2004).

5. PIRETROIDES

Os piretréides, assim como os organofosforados sdo muito utilizados na
agricultura (SANTOS et al., 2007). Esses compostos apresentam amplo espectro de
atividade, acdo rapida, eficiéncia em baixa dose, baixo poder residual no ambiente e é
praticamente atoxico para mamiferos, quando comparados a outros inseticidas
(PIMPAO, 2007; SANTOS et al., 2007). No entanto, apesar das vantagens apresentadas
pelos piretroides em relacdo a outros inseticidas, os mesmos cuidados devem ser
tomados para sua utilizacdo, ja que podem exercer nos vertebrados efeitos neurotdxicos
e cardiotdxicos (SANTOS et al., 2007).

O piretro € um inseticida instavel na luz e no ar, o que limita a sua efetividade na
protecéo de lavouras e no controle de insetos (PIMPAQ, 2007, SANTOS et al., 2007).
Os piretroides agem nos insetos com rapidez causando paralisia imediata e mortalidade,
efeito de choque denominado knockdown (SANTOS et al., 2007). Sdo amplamente
aceitos para o controle de insetos no mundo todo e usados no campo, nos domicilios
para controle de pestes e contra piolhos humanos e veterinarios (SELVI et al., 2008).
Tém multiplas fungbes de uso na agricultura, na medicina veterinaria e na saude
plblica, principalmente para controle de vetores (PIMPAOQ, 2007).

Ensaios laboratoriais demonstraram que os piretrides sdo muito téxicos para
peixes, abelhas e alguns artropodes aquaticos, tais como lagostas e camarfes (SANTOS
et al., 2007). Apesar de ndo ser persistente no ambiente, peixes sdo sensiveis aos efeitos
neurotoxicos desses pesticidas (SINGH, 2008). A toxicidade verificada para mamiferos

é baixa, porém estudos toxicoldgicos recentes com 243 pesticidas mostraram que 0s



20

piretroides estdo entre os pesticidas mais tdxicos para organismos aquéticos, tais como
peixes e crustaceos (PIMPAQ, 2007).

Os peixes fazem intimo contato com a dgua do ambiente, atraves das branquias e
devido a sua lipofilicidade. Piretrdides tém uma alta taxa de absor¢do por esse 6rgdo, o
qual é um fator que contribui para a sensibilidade dos peixes a exposi¢fes aquaticas
(VELISEK et al., 2007). BORGES, (2007) afirma que os piretréides sdo altamente
toxicos para as branquias, causando sérias alteracdes epiteliais, 0 qual danifica as trocas
gasosas e podem também causar alteracdes profundas como: lesdes estruturais € morte
das células das branquias.

As lesbes tém sido detectadas histologicamente apds exposicdes de peixes, tanto
em laboratdrio quanto em campo, a uma série de compostos, incluindo metais pesados,
pesticidas, organoestanicos, solventes organicos, xenobioticos organicos e surfactantes.
Algumas lesdes comuns no epitélio da branquia foram levantadas como: necroses,
hiperplasias, hipertrofias e rupturas (BOLS et al., 2001). Esses compostos sdo toxicos
também para o figado, rins, cérebro e masculos dos peixes (BORGES, 2007).

A Cipermetrina (a-ciano-3-fenoxibenzil-2,2-dimetil-cis,trans-3(2,2-diclorovinil
ciclopropano caboxilato) (SINGH, 2008) (Figura 2), C22H19CI2NO3, de peso
molecular 416.30 é um piretroide sintético que vem ganhando popularidade desde 1970
(JAENSSON et al., 2007). E categorizada como um pesticida de uso restrito pela United
States Environmental Protection Agency (USEPA) devido a sua alta toxicidade aos
peixes (SAHA, 2009) e pela agéncia nacional de vigilancia sanitaria (ANVISA), 0s
produtos que contém Cipermetrina sdo classificados como classe de toxicidade quimica
Il (toxicidade moderada) ou |1l (altamente toxico), dependendo da formulacdo (POLAT
et al., 2002). Seu uso tem substituido os inseticidas organoclorados, organofosforados e
carbamatos nas duas Gltimas décadas (BORGES, 2007).

Mesmo a Cipermetrina sendo amplamente utilizada, poucas informacdes se tém
a respeito dos efeitos desses inseticidas piretrdides. Vale ressaltar que a Cipermetrina,
assim como o0s piretroides em geral, é praticamente ndo tdxica para mamiferos e
passaros, mas é altamente toxica para peixes e invertebrados aquaticos. A justificativa é
devido a metabolizacdo e eliminacdo desses compostos serem mais lentos nos peixes
(YILMAZ et al.,, 2004; BEGUM, 2005). Entretanto, estudos enfatizando os danos
genotoxicos em peixes sdo escassos, principalmente quando comparados a utilizacdo

direta dessas substancias em meios aquaticos.
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Cipermetrina

FIGURA 2. Formula estrutural da Cipermetrina. Fonte: ANVISA (2004).

6. AZADIRACTINA

E um tetranortriterpenoide (terpeno) e foi isolado a partir das sementes da
Azadirachta indica por Butterworth e Morgan em 1968, e a sua completa determinacao
estrutural foi concluida em torno de 17 anos mais tarde (MORDUE, BLACKWELL,
1993). Devido a complexidade dessa molécula, ainda ndo foi possivel sintetiza-la, o que
impede a sua producdo como pesticida sintético, sendo a sua utilizagdo como produto
natural a Unica op¢do (MORDUE, MORGAN, NISBET, 2010).

Tomazelli Jr. et al. (2011) testaram o efeito de extratos etanolicos dos frutos
maduros de M. azedarach (que contém a substancia) (Figura 3) em ninfas de naiades
pertencentes as familias Aeshnidae e Libellulidae. No tratamento com o extrato foi
observada a reducdo na predacdo dos alevinos e a lentiddo nos movimentos das ninfas
em relacdo ao tratamento sem exposicdo, possivelmente devido ao efeito tdxico
provocado pelo contato com a substancia.

O Nim Azadirachta, planta de origem indiana, é uma fonte de inseticidas
organicos naturais. Suas sementes sdo a principal fonte do inseticida natural, éleo de
nim ou Oleo de nim, que € obtido em prensa mecanica e extratos preparados por
maceracao em solventes organicos (SANTIAGO-MOREIRA, 2013).
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FIGURA 3. A) Excicata da arvore do Nim indiano, ver estrutura do caule, folhas e flores. B) Frutos do
Nim indiano. Fonte: BISWAS et al. (2002).

Devido a sua relativa seletividade aos insetos considerados pragas agricolas,
seus produtos vém sendo recomendados por diversos programas de manejo integrado de
controle de pragas ao redor do mundo. Sementes de nim contém numerosos metabdlitos
secundarios, sendo o limonoide azadiractina (Figura 4) o principal dentre outros
analogos (FORIM, 2010; ISMAN, 2006).

Existem dados na literatura que indicam a presenca de mais de 300 compostos
quimicos isolados das diferentes partes da planta de Neen, a Azadirachta indica
(GOVINDACHARI, 1992). Contudo, pesquisas com esse principio ativo enfatizando a
toxicidade em organismos aquaticos, especificamente em peixes sdo escassas, sendo
necessarias para que essa substancia natural possa ser empregada no controle de pragas

aquaticas.

A C o \\\\“‘.
MeOOC

Figura 4. Férmula estrutural da molécula de Azadiractina. Fonte: BISWAS et al. (2002).
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7. EXTRATO PIROLENHOSO

Mundialmente, a producdo de carvdo vegetal é uma técnica bastante antiga,
porém, durante o processamento, ha uma sobra de pedagos pequenos, que nao tem
destinacdo comercial, sendo, portanto, um residuo nas carvoarias. O carvao vegetal
apresenta uma estrutura bastante porosa e, misturado a outros materiais como fibra de
coco, casca de arroz carbonizada e casca de pinus aumentam a porosidade, a capacidade
de retencdo de agua, facilitando a proliferacdo de microrganismos benéficos (ZANETTI
etal., 2004).

Durante o processo de carbonizacdo da madeira ou bambu para a produ¢do do
carvdo é obtido um liquido da condensacdo da fumaca, denominado Extrato
pirolenhoso. Esse extrato é constituido de 0,8 a 0,9 dm3 dm-3 de agua e contém cerca
de 200 componentes quimicos diferentes, predominando quantitativamente o &cido
acético, o metanol, a acetona e os fendis (ZANETTI et al., 2004).

O Extrato pirolenhoso é desprezado na producdo do carvao e liberado no meio
ambiente, causando poluicdo com gases toxicos, como o alcatrdo (SILVA et al., 2006).
Apesar disso, € indicado como promotor de diversos beneficios em atividade agricola,
como agente fertilizante, auxiliando na absor¢do de nutrientes e também, é indicado a
adicédo de extratos vegetais (MIYSAKA et al., 1999).

Estudos do seu efeito isolado como repelente de insetos, bem como, o seu efeito
em organismos aquaticos sao escassos, sendo necessarias pesquisas sobre esse aspecto,

assim como o impacto causado nos ecossistemas.

8. GENOTOXICIDADE

A funcdo primaria dos testes de toxicologia genética € investigar, usando células
ou organismos, o potencial de agentes quimicos induzirem muta¢des nas ceélulas
somaticas, ou ainda, que essas mutagcdes possam ser transmitidas as futuras geracGes
(DA SILVA etal., 2003).

As alteracOes estruturais nos cromossomos (clastogenicidade) ou nas sequéncias
de pares de bases do DNA (mutagenicidade) pela exposi¢do a agentes toxicos podem
ser referidas como genotoxicidade (AL-SABTI & METCALFE, 1995). O impacto de

materiais toxicos na integridade e no funcionamento do DNA da célula pode ser
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investigado em muitos organismos sob diferentes condicdes (McCARTHY &
SHUGART, 1990).

Dentre os principais testes, podemos citar os de avaliacdo da frequéncia de
aberracdes cromossdmicas, troca de cromatides irmas, formacdo de adutos de DNA,
ensaio cometa (que avalia quebras no DNA) e medicdo da frequéncia de micronicleo e
outras anomalias nucleares (BOMBAIL et al., 2001). Devido as implicagdes ecoldgicas
diretas associadas com genotoxicidade, a detec¢do e a quantificagdo de danos genéticos

sdo de grande interesse em estudos ambientais (NACCI et al., 1996).

8.1 ENSAIO COMETA

O ensaio cometa também conhecido como SCGE (Single-Cell Gel
Electrophoresis), investiga danos no DNA ao nivel celular individual através da
medicdo da migracdo em gel do DNA de células depois de uma corrida eletroforética
(SINGH et al., 1988). O nome cometa refere-se a formacdo de uma longa cauda com 0s
fragmentos de DNA deixados apds a passagem da corrente elétrica (BOMBAIL et al.,
2001).

Consiste num método versatil e relativamente barato para a avaliacdo da
genotoxicidade. Pode ser utilizado praticamente em qualquer tipo de célula nucleada e
de qualquer espécie. O comprimento da cauda do cometa, que é uma medida de
genotoxicidade, pode ser influenciado por varios fatores, como o tempo de
desenovelamento do DNA antes da eletroforese (PROVOST et al., 1993, 1997).

O relaxamento da condensacdo e as quebras na estrutura molecular sdo
ocasionados por danos diretos a molécula de DNA (COLLINS et al., 2008; ROJAS et
al., 1999). O ensaio cometa é uma ferramenta importante para as demonstracfes de
genotoxicidade de exposi¢cbes a contaminantes e para investigar 0s impactos na
integridade do DNA, reparo e recuperacdo em espécies de interesse ambiental
(BELPAEME et al., 1998).

9. NEUROTOXICIDADE DE AGROQUIMICOS
As manifestacGes da neurotoxicidade dos agroquimicos podem ser verificadas

pelos sinais de intoxicacdo do animal e pelo ensaio de uma enzima considerada

biomarcadora classica de intoxicagao neurologica, a acetilcolinesterase (AChE).
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A acetilcolinesterase, que estd presente no tecido muscular e cerebral, € uma
enzima responsavel pela hidrolise do neurotransmissor acetilcolina, formando colina e
acido acético. Quando a atividade da AChE € inibida ocorre um bloqueio na transmisséao
dos impulsos nervosos, 0 que pode paralisar algumas funcdes vitais do organismo
(STENESH, 1998). A AChE é um biomarcador especifico para carbamatos e
organofosforados, porém ela pode ser inibida ou estimulada por outras substancias,
como metais e organoclorados (PAYNE et al., 1996; MARTINEZ-TABCHE et al.,
1998; AKAISHI et al., 2004).

A inibicdo ocorre de forma irreversivel por organofosforados, devido a formacéo
de um complexo enzimatico muito estavel e de forma reversivel por carbamatos
(ADAMS, 1992).

10. INDICADORES HISTOPATOLOGICOS DE TOXICIDADE

A histopatologia ¢ uma ferramenta Util que pode demonstrar efeitos decorrentes
da exposicdo a substancias estranhas em um sistema biologico (xenobioticos) (MYERS
& FOURNIE, 2002). A utilizacdo da histopatologia em avaliagbes ambientais permite
detectar os efeitos agudos e crénicos de exposicdo dos individuos a xenobioticos, pois
permite avaliar seus efeitos diretamente ao nivel das células e tecidos (HINTON et al.,
1992).

Segundo Akaishi et al. (2004), os biomarcadores histopatolégicos, juntamente
com o0s parametros bioguimicos, permitem analisar as respostas fisiologicas dos
individuos, assim como estabelecer o grau de toxicidade dos contaminantes.

O figado representa um o6rgdo alvo importante e adequado para analises
patoldgicas na procura de danos aos tecidos e células, ja que possui um papel chave no
metabolismo e subsequente excrec¢do de xenobioticos. Considerado a maior glandula do
corpo humano, esse 0rgao é essencial para a homeostase do organismo sob condigdes
ambientais variaveis (MELA et al., 2007; OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2002).

Em estudos histopatoldgicos, as branquias sdo importantes, pois entram em
contato direto com o estressor e sdo envolvidas em diversas funcgdes, como as trocas
gasosas, osmorregulagdo, regulacdo acido-base e excrecdo de compostos nitrogenados
(EVANS et al., 2005). Diversas alteracdes morfoldgicas podem ser observadas em
branquias de peixes expostos a contaminantes, como hipertrofias, hiperplasias,

descolamento epitelial, dilatacdo dos vasos sanguineos, necroses, hemorragias, fusdo
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lamelar, aneurismas, proliferacdo de células cloreto, proliferacdo de células mucosas e
hipersecrecéo de muco (MACHADO, 1999).

11. LIBELULAS (INSECTA, ODONATA)

Entre a classe Insecta, encontra-se a ordem Odonata, que é composta por insetos
alados com cores vivas e vibrantes, conhecidos como libélulas ou lavadeiras, possuem
dependéncia direta de adgua no estagio larval e indireta na fase adulta, pois estdo
relacionados a ambientes limnicos devido ao comportamento reprodutivo (BORROW et
al., 1964). Dessa forma, podendo facilmente ser encontrados em rios, lagos e diversos
ambientes aquaticos, incluindo viveiros de piscicultura.

Os insetos dessa ordem possuem corpo longo, que pode ir de 20 mm a 160 mm
de comprimento, a cabeca e grande, facilitando o movimento, quase que toda recoberta
por olhos, possui antenas muito curtas e apresenta aparelho bucal mastigador com
mandibulas fortes e robustas, o corpo divide-se em cabeca, térax e abdémen, as pernas
sdo longas e as asas translicidas (RUPPERT & BARNES, 2005).

Seu ciclo de vida é dividido em diversas fases, sendo que a fase jovem é
aquatica (Figura 5A) e a fase adulta é alada (Figura 5B) (CARVALHO et al., 1998).
Existem aproximadamente 5000 espécies conhecidas de naiades e seu desenvolvimento
larval pode demorar até cinco anos, pois para que ocorra a metamorfose que direciona a
fase adulta sdo necessarias condi¢ces ambientais favoraveis, como substratos
interligando 0 ambiente aquéatico com o terrestre (GALLO et al., 1988).

O comportamento territorial e reprodutivo dessas espécies pode ser observado
durante o periodo da manha (06 as 13h), como a temperatura e a luminosidade que
oscilam ao longo do dia, estima-se que esses fatores determinam o periodo de atividades
das espécies (IRUSTA, 2007).

A reproducéo das naiades de libélula é sexuada e de fecundacéo direta, machos e
fémeas se aglomeram perto de areas que possuam uma fonte de gua. E na 4gua ou em
vegetacdo aquatica que ocorre a ovoposicdo (IRUSTA et al., 2007). O autor ainda
descreve que os principais métodos de postura de naiades na agua sdo: indireto, no qual
se utiliza a vegetacdo como substrato de postura, direto, no qual a fémea bate o
abdémen na superficie da dgua liberando os ovos e ainda, aéreo, onde a fémea libera os

ovos sobre superficies aquaticas através de voos circulares e rasantes.
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FIGURA 5. Exemplar de P. flavescens. A) Néiade — Fase jovem. B) Libélula adulta. Fonte: SOUZA et al.
(2007)

12. JUNDIA CINZA (Rhamdia quelen)

Juntamente com o desenvolvimento da aquicultura em nivel mundial, as
pesquisas envolvendo o jundia (Rhamdia quelen) (Figura 6) vém crescendo em conjunto
com esse avanco, por tratar-se de um modelo biologico de facil manipulagdo
reprodutiva e grande potencial zootécnico (KOAKOSKI et al.,2012; ADAMES et al.,
2015).

E classificado como pertencente a ordem dos siluriformes, familia Heptapteridae
e ao género Rhamdia, sendo a espécie Rhamdia quelen. Possui grande abrangéncia
geografica, ocorrendo desde o sudoeste do Meéxico ao centro da Argentina, possuindo
assim diversas sinonimias (GOMES et al., 2000). Sdo peixes com habitos bentbnicos e
noturnos preferindo fundos proximos a margem e vegetacdo (GOMES et al., 2000).

A alimentacdo do Rhamdia quelen em ambiente natural baseia-se em
invertebrados (crustaceos, anelideos e insetos), restos vegetais, sedimentos, escamas e
peixes, 0 que caracteriza um habito alimentar onivoro e generalista (GOMIEIRO et al.,
2007). O que o faz aceitar muito bem dietas artificiais tanto de origem animal quanto de
origem vegetal.

Durante o periodo de reproducdo, que ocorre juntamente com o aumento de
temperatura (GHIRARDELLI et al., 2007), formam-se de cardumes nas areas de desova
que em geral sdo em aguas rasas, limpas, com pouca corrente e fundo pedregoso
(GOMES et al., 2000). As fémeas desovam de forma parcelada, ou seja, mais de uma
vez dentro de um mesmo periodo reprodutivo e em sincronia com a espermiacao dos

machos (GOMES et al.,2000). Apds a fecundagdo, a eclosdo dos ovos ocorre cerca de
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26h (DE AMORIM et al., 2009) e o crescimento é rapido e acentuado nos primeiros
anos de vida (GOMES et al., 2000).

Possui uma boa aceitacio do mercado consumidor, por apresentar bom
rendimento de filé, sabor agradavel e auséncia de espinhos intramusculares
(CARNEIRO et al., 2004). E um peixe neotropical de grande valor na América do Sul,
com grande importancia ecoldgica e produtiva na aquicultura (KOAKOSKI et al.,2012).
Por isso, estudos para o desenvolvimento de tecnologias que possibilitem e facilitem a

producdo de formas jovens sdo de extrema importancia (ANDRADE & Y ASUI, 2003).

FIGURA 6. Jundia (Rhamdia quelen) adulto. Fonte: MELLO e AMBROSANO. (2011)
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1. INTRODUCAO

A aquicultura é um setor da economia que estda em intenso e constante
desenvolvimento (FAO 2016a), devido ao avango da piscicultura, protocolos que
garantam o sucesso da larvicultura de peixes necessitam de aprimoramento ou até
mesmo de desenvolvimento.

Os empasses na larvicultura de peixes em geral, comecam nos viveiros, quando
surgem problemas relacionados com a predacdo de larvas e alevinos por diferentes
espécies de invertebrados aquaticos (SANTOS et al.,, 1988). Dentre aos diversos
predadores, as larvas de insetos da ordem odonata sdo uma grande ameaca. Os prejuizos
causados pelas naiades de odonata na piscicultura podem ir de uma pequena taxa de
diminuicdo a até a perda total da producdo de alevinos, durante os primeiros dias de
criagdo nos viveiros escavados (TAVE et al., 1990). Esse hébito extremamente
predatério das nadiades de odonata constitui um problema em nivel internacional na
larvicultura de diferentes espécies de peixes (SANTOS, et al., 1988).

As formas jovens de odonata exercem um papel importante na dindmica dos
ecossistemas aquaticos, sendo considerado um dos principais predadores em lagos e em
viveiros de piscicultura (MARCO et al., 1999), pois atuam como predadores de outros
invertebrados e larvas de peixes (SOARES et al., 2001).

O controle das populacbes destes predadores tem merecido destaque pela
comunidade cientifica, pois ndo existem protocolos efetivos voltados a prevencdo ou ao
impedimento da predacdo das larvas de peixes por esses insetos. Protocolos
rudimentares, como o emprego de redes ou malhas sobre a superficie da agua para
evitar a postura direta de ovos, tém sido empregados, contudo, esses métodos sdo pouco
eficazes, pois as naiades adultas realizam a postura indireta (MENEZES E YANCEY,
1998).

Tendo em vista, a possibilidade de ocorréncia de grandes perdas na producéo de
alevinos, que pode chegar a até 100% (ZANIBONI et al.; 2000), muitos produtores tém
empregado protocolos que envolvem a aplicacdo de agroquimicos diretamente na agua
dos viveiros de criagdo (MATAQUEIRO et al., 2002). Apesar de serem considerados de
alta toxicidade (FANTA et al., 2003; SANTOS et al., 2007)), os organofosforados tém
sido largamente empregados nesses protocolos (MONTEIRO et al., 2007), podendo

acarretar em diversos tipos de desordens nos individuos, nos ecossistemas e até mesmo
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nos humanos (SANTIAGO-MOREIRA, 2013). Esses problemas tém motivado
pesquisas recentes com o objetivo compreender os efeitos desses agroquimicos sobre 0s
organismos Vivos e suas interagcdes nos ecossistemas aquaticos e, especialmente, na
busca por alternativas menos agressivas, como o0 emprego de substancias naturais ou até
mesmo agroquimicos menos invasivos e/ou biodegradaveis.

Dentre varias espécies de peixes neotropicais, cuja producdo sofre danos pela acéo
destes predadores, o jundia (Rhamdia quelen) é uma espécie de grande importancia na
aquicultura da América do Sul devido as suas boas taxas de crescimento e adaptacao aos
ambientes de criacdo (KOAKOSKI et al., 2012), e nos ultimos anos, tém sido
amplamente empregado como modelo bioldgico para experimentacdo em diversas areas,
como a aquicultura (MEWES, et al., 2016), a fisiologia (ADAMES et al., 2015) e até
mesmo a toxicologia (DE ANDRADE BRITO et al., 2017).

Portanto, o0 objetivo desta pesquisa foi avaliar a eficiéncia do paration metilico,
Cipermetrina, Azadiractina e Extrato pirolenhoso no controle de naiades de odonata
durante a larvicultura do jundia (Rhamdia quelen) e, seus possiveis efeitos genotoxicos,

neurotdxicos e histopatologicos sobre 0s peixes.

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVOS GERAIS

O objetivo geral desta pesquisa foi avaliar a eficiéncia do paration metilico,
cipermetrina, azadiractina e extrato pirolenhoso no controle de naiades de odonata
durante a larvicultura do jundia (Rhamdia quelen) e seus possiveis efeitos genotoxicos,

neurotdxicos e histopatologicos sobre o0s peixes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Determinar a dose minima efetiva de cada produto empregado no controle das
naiades de odonata;

o Indicar o percentual de sobrevivéncia dos peixes expostos as naiades de libélula
e em 4gua contendo os produtos na dosagem minima efetiva;

. Verificar as possiveis alteragdes morfoldgicas no tecido hepatico e nas branquias

causados pelos diferentes produtos;
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o Avaliar os efeitos genotoxicos desses produtos sobre os peixes, por meio da
mensuracdo dos indices de fragmentacdo de DNA pela técnica do ensaio cometa;
. Analisar o0s efeitos desses produtos sobre a atividade da enzima

acetilcolinesterase nos alevinos.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL, DURACAO DO EXPERIMENTO E ORIGEM DOS ANIMAIS
EXPERIMENTAIS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Tecnologia da
Reproducdo dos Animais Aquaticos, da Universidade Estadual do Oeste do Parana
Campus de Toledo — PR (Unioeste). As naiades de odonata (P. flavescens) foram
coletadas em viveiros escavados de 200m?, revestidos de alvenaria e com fundo de
terra, com o auxilio de rede de malha 1,0mm.

Apos as coletas, as naiades foram alojadas em aquério de vidro com volume util
de 70L, com aeracdo e controle da temperatura por meio de aquecimento elétrico
(26,0+1,0°C). Na parte superior dos aquarios foram instaladas telas para evitar a fuga
dos insetos.

As naiades foram alimentadas diariamente, uma vez ao dia com larvas de tilapia
do Nilo (Oreochromis niloticus), provenientes de piscicultura comercial. A
identificacdo e a classificacdo das espécies de naiades de odonata coletadas foram
realizadas de acordo com chaves dicotdmicas propostas por SOUZA et al. (2007).

As larvas de jundid (Rhamdia quelen) foram obtidas por meio de reproducéo
artificial realizada no mesmo laboratério, empregando-se a manipulagdo hormonal de
machos e fémeas com extrato pituitario de carpa, segundo TESSARO et al. (2012) e
ADAMES et al. (2015).

Com 48 horas de vida, as larvas de R. quelen foram alimentadas com nauplios de
Artemia salina, a uma taxa de 100 nauplios/larva/dia, divididas em cinco alimentagdes.

Essas larvas foram criadas até o 5° dia de vida, sendo utilizadas nos experimentos.
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3.2 PRODUTOS UTILIZADOS

Os agroquimicos/contaminantes utilizados nesta pesquisa foram o Paracap 450
CS® (45% de Paration metilico), Cipermetrina Nortox 250 EC® (25% de cipermetrina),
p p

6leo de nim TerraNim® (23% de Azadiractina) e o Extrato pirolenhoso Ecopirol®.

3.3 EXPERIMENTO I: DETERMINACAO DAS DOSES LETAIS E PARA
INDUCAO A LETARGIA

Neste experimento, as naiades de odonata foram alojadas em aquarios plasticos
de volume util de 1L, em uma densidade de trés individuos por aquario. Todos 0s
aquérios possuiam aeracdo por meio de ar comprimido. A agua utilizada nesses aquarios
era proveniente de pogo artesiano e apresentava 0,03 mg de aménia/L, 0,01 mg de
nitrito/L, pH 7,2 e 7 mg de oxigénio dissolvido/L.

Nesses aquarios, individualmente, foram adicionados 2, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35,
40, 45, 50, 55,60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900
e 1.000 pL/L de cada um dos produtos testados. Esses volumes corresponderam a
diferentes concentracGes de paration metilico, cipermetrina, azadiractina e extrato
pirolenhoso (Tabela 1). Ap6s o inicio da exposicdo dos insetos aos diferentes
tratamentos foi mensurado o tempo necessario para promover 100% da mortalidade das
naiades. Nos tratamentos em que nao foi possivel verificar a mortalidade dos insetos,
mas sim a reducdo da atividade motora, considerou-se esse comportamento como

letargico.



43

Tabela 1. Volumes dos produtos utilizados e diferentes concentragdes do principio ativo

Produto
Dose Paration Cipermetrina Azadiractina Extrato
(uL/L) Metilico pirolenhoso
Concentragéo do principio ativo (mg/L)
1000 450 250 2,3 1000
900 405 225 2,07 900
800 360 200 1,84 800
700 315 175 1,61 700
600 270 150 1,38 600
500 225 125 1,15 500
400 180 100 0,92 400
300 135 75 0,69 300
200 90 50 0,46 200
100 45 25 0,23 100
95 42,75 23,75 0,2185 95
90 40,5 22,5 0,207 90
85 38,25 21,25 0,1955 85
80 36 20 0,184 80
75 33,75 18,75 0,1725 75
70 315 17,5 0,161 70
65 29,25 16,25 0,1495 65
60 27 15 0,138 60
95 24,75 13,75 0,1265 55
50 22,5 12,5 0,115 50
45 20,25 11,25 0,1035 45
40 18 10 0,092 40
35 15,75 8,75 0,0805 35
30 13,5 7,5 0,069 30
25 11,25 6,25 0,0575 25
20 9 5 0,046 20
15 6,75 3,75 0,0345 15
10 4,5 2,5 0,023 10
5 2,25 1,25 0,0115 5

3.4 EXPERIMENTO II: TESTES DE PREDACAO

Com base nos resultados do primeiro experimento foram escolhidas cada uma
das doses minimas efetivas para a realizagdo de testes de predacdo de larvas de jundia

pelas naiades na presenca de cada um dos produtos.
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Nesse experimento, 270 larvas de jundid (Rhamdia quelen) e 27 naiades de
odonata foram distribuidas em 27 aquarios de plastico com volume atil de 1L. Esse
experimento foi conduzido em um delineamento experimental inteiramente casualizado,
composto por nove tratamentos e trés repeticdes. Os tratamentos foram constituidos
pela exposicdo das larvas e das ndiades em agua contendo diferentes concentracGes de
cada um dos produtos testados (Tabela 2). Dessa maneira, foi considerado como uma
unidade experimental, um aquéario contendo 10 larvas de jundid e uma Naiade de

odonata.

Tabela 2. Doses utilizadas nos testes de predacdo em diferentes concentracbes do
principio ativo

Dosagem

Produto comercial (UL/L) Principio ativo (mg/L)
Agua
5 pL de Paracap 450 CS® 2,25 mg de Parationmetilico
10 uL de CipermetrinaNortox 250 EC® 2,5 mg de Cipermetrina
30 pL de 6leo de nimTerraNim® 0,069 mg de Azadiractina
25 pL de 6leo de nimTerraNim® 0,058 mg de Azadiractina
20 pL de 6leo de nimTerraNim® 0,046 mg de Azadiractina

20 pL de ExtratopirolenhosoEcopirol®
15 pL de ExtratopirolenhosoEcopirol®

10 pL de ExtratopirolenhosoEcopirol®

A &gua utilizada nesse experimento apresentava 0,02 mg de amoénia total/L, 0,01
mg de nitrito/L, pH 7,1 e 7,8 mg de oxigénio dissolvido/L.

Apos 450 minutos de exposicdo das larvas e das naiades (tempo para promover
100% de mortalidade dos insetos) aos diferentes tratamentos, foi realizada a contagem
das larvas remanescentes em cada um dos aquarios. A partir desses dados, foi calculado
a taxas de consumo de larvas de jundia pelas naiades, os quais foram expressos em
percentual. Somente nas unidades experimentais em que ndo foi adicionado nenhum
produto a contagem das larvas foi realizada apds 90 minutos, porque nesse tempo houve

100% do consumo das larvas.
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35 ENSAIO I1l: LARVICULTURA DO JUNDIA (Rhamdia quelen) COM
EXPOSICAO A CONTAMINANTES

Foram utilizadas quatro mil larvas de jundid (Rhamdia quelen) com 120 horas
pos-eclosdo (HPE), distribuidas aleatoriamente em 20 aquarios com volume total de
70L, equipados com sistema de aeracdo. Semanalmente foram mensurados os teores de
amonia total (0,02 mg/L+0,03), nitrito (0,01 mg/L+0,03), pH (7,0+0,21) e oxigénio
dissolvido (6,5 mg/L+1,17).

Aleatoriamente foram distribuidas 200 larvas de jundia (Rhamdia quelen) por
aquario. Optou-se por submeté-las imediatamente aos tratamentos, ou seja, sem periodo
prévio de adaptacdo, pois 0s produtores de alevinos ndo utilizam desse processo. As
dosagens de cada produto (Tabela 3) foram aplicadas pela manh&, durante todo o
periodo experimental em intervalos de 7 dias. Este intervalo de tempo foi empregado
porgue corresponde ao intervalo tempo entre a postura e a eclosdo dos ovos.

As larvas foram alimentadas com uma dieta a base de Artemia salina (150
nauplios/larva/dia) juntamente com racdo comercial em p6 contendo 42% de proteina
bruta, distribuidas em quatro alimentacdes diarias até o 20° dia de larvicultura, apds este
periodo, as larvas receberam ragdo comercial micro extrusada 1,0 mm (Unua alevino
Nutricon®).

Diariamente foi realizada a substituicdo de 5% do volume da agua e, realizada a
limpeza dos aquarios para retirar fezes, restos de alimentos e larvas mortas. O periodo
experimental teve duracdo de 30 dias. Foi utilizado um delineamento experimental
inteiramente casualizado, com cinco tratamentos e quatro repeti¢des. Os tratamentos
foram constituidos pela exposicdo das larvas a diferentes concentracdes de diferentes
agroquimicos (Tabela 3). Foi considerado como uma unidade experimental um aquério

contendo 200 larvas de Rhamdia quelen.

Tabela 3. Dosagens de diferentes produtos para o controle de naiades, aplicados
semanalmente na agua durante a larvicultura do jundia (Rhamdia quelen)

PRODUTO DOSE (pl/L) CONCENTRACAO (mg/L)
Controle e e
ParationMetilico 5 2,25
Cipermetrina 10 2,50
Azadiractina 20 0,04

Extrato pirolenhoso 10 10,0
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351 ANALISESHISTOLOGICAS

Trés alevinos de cada unidade experimental foram anestesiados por meio da
imersdo em 250mg de benzocaina/L e eutanasiados por meio da seccdo da medula
cervical e, em seguida, dissecados para obtengdo do figado e das branquias. Os figados
e as branquias foram fixados e mantidos em solucdo de Karnovsky (paraformol 8% +
glutaraldeido 25% + tampdo fosfato de Sorensen com ph 7,4) até o momento do
processamento das amostras.

Para tanto, os tecidos foram desidratados por passagem em séries crescentes de
etanol, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina para obtencdo de cortes semi
seriados transversais, com 5 pm de espessura que foram corados com Hematoxilina-
Eosina (H.E).

As patologias buscadas nas branquias dos alevinos foram: descolamento do
epitélio respiratério ou edema, proliferacdo celular ou hiperplasia do epitélio
interlamelar (fusdo das lamelas respiratorias), aneurisma ou congestdo sanguinea,
uniformidade das lamelas e dos rastros, presenca de parasitas e alteracdes fisiologicas
em geral (KORKMAZ et al., 2009). No figado foram analisadas as ocorréncias de
hemorragias, hipertrofias, atrofias, hiperplasias, infiltracdo leucocitaria, vacuolizacao,
centros de melanomacréfagos, ocorréncia de parasitas, alteracdes nucleares, necroses e
neoplasias (VELMURUGAN et al., 2009).

As laminas foram analisadas de forma qualitativa, sendo verificada a ocorréncia
de possiveis alteraces histopatoldgicas, sendo quantificadas de acordo com Bernet
(1999). Segundo o autor, a classificacdo recebe um grau de importancia que varia de

acordo com o grau de reversibilidade e extensdo dos danos.

3.5.2 ELETROFORESE EM GEL DE CELULA UNICA (ENSAIO COMETA)

O ensaio cometa em eritrécitos foi realizado segundo o método proposto por
Speit e Hartmann (1999), com modificacdes de Ferraro et al. (2004). De cada unidade
experimental foram selecionados 12 alevinos que foram anestesiados e eutanasiados
conforme descrito anteriormente, para depois ser realizada a coleta de sangue por meio
de incisdo branquial. O sangue coletado de cada peixe foi diluido em 0,25mL de soro

bovino fetal, segundo Ramsdorf et et al. (2009). Dessa suspensdo de células, 20 pL
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foram misturados a 120 pL de agarose de baixo ponto de fusdo 0,5% (LMP) e colocada
em uma lamina previamente coberta por agarose normal (1,5%). As laminas foram
mantidas por 48 horas a 4° C em uma solucgdo de lise composta de NaCl (2.5 M), EDTA
(100 mM), Tris (10 mM), NaOH (0,8%), N-lauril-sarcosinato (10%), Triton X-100
(1%) e DMSO (10%).

Posteriormente as laminas foram imersas em uma solu¢do de NaOH (10N) e
EDTA (200 mM), pH>13 por 25 minutos. A eletroforese foi realizada a 300 mA e 25V
por 25 minutos. As laminas foram neutralizadas em 0,4M Tris, pH 7,5 e fixadas em
etanol por 10 minutos. Os nucledides foram corados com 0,02 g/mL de brometo de
etideo.

O dano no DNA foi medido utilizando microscopio de epifluorescéncia Leica®
DMLS2 num aumento de 400x. Para cada peixe, 100 nucleoides foram visualmente
classificados em 5 classes de danos (Figura 7) para a obtencdo do escore de dano no
DNA (variando de 0 a 400) de acordo com a metodologia descrita por Collins (2004),
conforme a equacao:

Escore de Danos
= [(nD 0)x0] + [(nD 1)x1] + [(nD 2)x2] + [(nD 3)x3] + [(nD 4)x4]

Onde:

nDO = namero de nucledides em classe 0 de danos no DNA;
nD1 = namero de nucledides em classe 1 de danos no DNA;
nD2 = namero de nucledides em classe 2 de danos no DNA;
nD3 = namero de nucledides em classe 3 de danos no DNA;
nD4 = ndmero de nucledides em classe 4 de danos no DNA;

Figura 7. Ensaio cometa em eritrocitos de Rhamdia quelen. Classificacdo de danos causados no DNA,
segundo Collins (2004). Fonte: Autor. (2016)
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3,53 ATIVIDADE DA ENZIMA ACETILCOLINESTERASE

A atividade da enzima acetilcolinesterase foi mensurada no musculo, conforme
metodologia descrita por Elmann et al. (1961). Para tanto, outros 12 peixes de cada
unidade experimental foram anestesiados e eutanasiados conforme descrito
anteriormente. Os peixes foram dissecados para obtencdo de amostras de musculo que
foram mantidas sob congelamento a -20°C até o processamento da analise. Para a
realizacdo das analises, as amostras foram homogeneizadas em PBS (pH 7,0) e
centrifugados a 10.000g por 20 min a 4°C. O sobrenadante foi diluido (1:10) em 0.1 M
de tampao fosfato (pH 7.5). Depois da diluigao, 50 pl foi colocado em uma microplaca
de 96 espagos seguido por 200ul de DTNB (5,5-Ditio-bis-benzoato) e 50ul de ACT
(acetiltiocolina iodada).

A absorbancia foi imediatamente medida a 415 nm em intervalos de 5s pelo
método de Ellmanet et al. (1961) modificado para microplaca por Silva de Assis (1998).
Para o calculo da porcentagem de inibicdo da acetilcolinesterase é realizada uma regra
de trés simples, onde a média da absorbancia por minuto para o controle é considerado
como sendo 100% de atividade e o valor que se quer obter € igual a X. Esse valor X

obtido é subtraido de 100% para obter a porcentagem de inibicao.

3.6 ANALISES ESTATISTICAS

Para avaliacdo dos resultados, todos os dados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA). Quando verificado influéncia dos tratamentos (p<0,05), aplicou-se
o teste de Tukey em nivel de 5% de significancia, exceto para os ensaios de eletroforese
em gel de célula Unica (ensaio cometa) e atividade da enzima acetilcolinesterase, onde
além da andlise de variancia, utilizou-se o teste T com o intuito de comparar as médias
com o controle.

Também foram checados os pressupostos de homocedasticidade dos dados pelo
teste de Levine e a normalidade dos residuos pelo teste de Shapiro-Wilk (Kéry &
Hatfield 2003). Todas as analises foram realizadas pelo protocolo de modelos lineares

generalizados do software Statistica 7.0 ©.
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4 RESULTADOS
4.1 DETERMINACAO DAS DOSES LETAIS E PARA INDUCAO A LETARGIA

A partir da exposicdo das naiades de libélula (Pantala flavescens) aos produtos
testados foram determinadas as doses que induzem ao efeito letal e/ou letargico de cada
produto, assim como o tempo em que as ndiades demoram a entrar em ¢bito ou
perderem a capacidade de movimentacao (Tabela 4).

A cipermetrina e o paration metilico em doses entre 700 e 1.000 pL/L causam
mortalidade nas naiades em um tempo de até 30 minutos. Em dosagens menores, 0
tempo necessario para garantir a mortalidade das naiades foi superior, contudo, doses
inferioresa 10 e 5 pL/L, respectivamente ndo causaram a mortalidade dos insetos.

Nenhuma das dosagens de azadiractina e extrato pirolenhoso causaram a
mortalidade nas naiades, entretanto, observou-se um comportamento letargico nos

insetos e a perda da capacidade de movimentacéo.
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Tabela 4. Tempo necessario para inducdo da mortalidade em naiades de libélulas (P.
flavescens) expostas a diferentes concentracoes de produtos
agroguimicos/contaminantes.

Produto

Dose (uL/L) Paration Metilico  Cipermetrina  Azadiractina  Extrato pirolenhoso

Tempo (min)

1000 30 30
900 30 30
800 30 30
700 30 30
600 60 60
500 60 60
400 60 60
300 90 90
200 90 90
100 240 240

95 240 240
90 240 240
85 270 270
80 270 270
75 270 270
70 330 330
65 330 330
60 330 330
55 330 330
50 330 330
45 330 330
40 360 360
35 360 360
30 420 420
25 420 420
20 420 420
15 420 420
10 450 450
5 450

4.2 TESTES DE PREDACAO

A predacdo de larvas de jundia (Rhamdia quelen) pelas naiades foi menor
(p<0,05) quando empregado 2,5 mg/L de Cipermetrina na agua (13,3 £ 5,7%) e 2,25

mg/L de Paration Metilico (26,7 = 5,7). Por outro lado, mesmo que as naiades
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apresentassem comportamento letargico quando expostas a Azadiractina ou ao Extrato

pirolenhoso, estes insetos ainda realizaram a predagao (Tabela 5).

Tabela 5. Tempo e consumo de larvas de jundia (Rhamdia quelen) por naiades de
libélula nos testes de predacédo

PRODUTO DOSE DOSE TEMPO CONSUMO (%)
(ui/L) (mg/L) (min.)

Controle 0 0 90 93,3 +5,7°
Paration Metilico 5 2,25 450 26,7 +£5,7°
Cipermetrina 10 2,5 450 13,3+5,7°
Azadiractina | 30 0,069 450 56,6 +5,7°
Azadiractina Il 25 0,058 450 56,6 +5,7°
Azadiractina 11 20 0,046 450 56,6 +5,7°
Extrato pirolenhoso | 20 450 73,3+ 11,5%
Extrato pirolenhoso Il 15 450 76,6 +5,7%
Extrato  pirolenhoso 10 450 73,3+ 115%
1] 0,00
P valor

Dados de consumo expressos em percentual + o desvio padrdo. Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

43 LARVICULTURA DO JUNDIA (Rhamdia quelen) EXPOSTOS A
CONTAMINANTES

43.1 MORTALIDADE

Durante o periodo experimental houve uma elevada mortalidade das larvas de

Rhamdia quelen (tabela 5). Entretanto, ndo houve influéncia dos tratamentos (P>0,05).

Tabela 6. Mortalidade das larvas de jundia (Rhamdia quelen) durante a larvicultura de
30 dias com exposi¢do aos contaminantes

Tratamento Mortalidade (%)
Controle 87,37+4,42
Cipermetrina 88,37+2,49
Parationmetilico 87,25+2,98
Oleo de nim 87,62+4,09
Extrato pirolenhoso 84,0045,55

P valor 0,60

Valores expostos em média + o desvio padrdo. Andlise de variancia (ANOVA) a 5% de probabilidade.
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4.3.2 ANALISESHISTOLOGICAS

A exposicdo dos peixes aos diferentes agroquimicos/contaminantes néo
promoveram alteracdes morfoldgicas no tecido branquial (Figura 8). De modo geral,
este tecido ndo apresentou as alteracbes buscadas e mostrou estrutura celular
organizada, permanecendo dentro dos padrdes normais de sobrevivéncia durante todo o

periodo experimental.

FIGURA 8. Teid branquial de Rhamdia qulen expostos a diferent
longo de 30 dias de criacdo. A e B — Controle. Observar lamelas primarias (A) e secundarias (B). C —
Cipermetrina. Observar célula epitelial. D — Paration metilico. Observar célula de cloreto. E —

Azadiractina. Observar célula pilar F — Extrato pirolenhoso. Observar célula mucosa. Microscopia de
luz. Aumento: 40x. Corte: 5um. Coloragdo: H.E

Da mesma forma, a exposicio dos peixes aos diferentes
agroguimicos/contaminantes ndo promoveram as alteracdes celulares buscadas no
tecido hepatico (Figura 9). Durante a coleta dos 6rgdos ndo foram observadas alteracGes
morfologicas de coloracdo e tamanho. Nas avaliagbes, a morfologia do tecido
caracterizou-se pela presenca de hepatdcitos em formatos irregulares, apresentando
nicleos posicionados na regido central e nucléolos evidentes. Além disso, foram

observados capilares do tipo sinuzdide.
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e B8

FIGURA 9. Tecido hepatico de Rhamdia quelen expotos a diferentes aroquimicos/contaminanteso
longo de 30 dias de criagdo. A e B — Controle. Observar hepatécitos. C — Cipermetrina. D — Paration

metilico. E — Azadiractina. F — Extrato pirolenhoso. Microscopia de luz. (=) Capilares do tipo sinuzdide.
Aumento: 10x. Corte: 5um. Coloracdo: H.E

4.3.3 ELETROFORESE EM GEL DE CELULA UNICA (ENSAIO COMETA)

Os tratamentos contendo Cipermetrina e Paration metilico diferiram
significativamente (P<0,05) do controle (Figura 10), seguindo o escore proposto por
Collins. (2004). Os demais tratamentos ndo influenciaram injdrias ao DNA de Rhamdia
quelen (P>0,05).

Ensaio Cometa
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FIGURA 10. Escore de danos evidenciados no DNA em eritrocitos de Rhamdia quelen expostos a
diferentes agroquimicos e contaminantes ao longo de 30 dias de criagdo. Escore de danos determinado
segundo Collins (2004). Letras diferentes indicam médias diferentes (P<0,05), de acordo com o teste T.

434 ATIVIDADE DA ACETILCOLINESTERASE

A atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) no musculo de Rhamdia
quelen foi inibida (P<0,05) somente pelo agroguimico paration metilico (Figura 11). Os

demais contaminantes ndo apresentaram diferencas significativas (P>0,05) do controle.
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FIGURA 11. Atividade da enzima Acetilcolinesterase (AChE) no musculo de Rhamdia quelen
expostos a diferentes agroquimicos/contaminantes ao longo de 30 dias de criagdo. Letras diferentes
indicam médias diferentes (P<0,05), de acordo o teste T.

5 DISCUSSAO

Visto que a predacdo de larvas e alevinos de Rhamdia quelen por naiades de
libélula é um empasse para 0 sucesso da larvicultura, determinar a dose minima efetiva
para o controle desses invertebrados significa grande importancia econémica para o
produtor. Possui também grande valor ambiental, havendo menor quantidade de produto
na agua, consequentemente, a contaminacdo do meio sera reduzida.

O paration metilico apresentou efeito letal para as naiades de libélula nas doses
entre 1000 e 5 pl/L em tempos que variaram entre 30 a 450 minutos. Ndo existem
estudos que indicam a concentracdo ideal deste produto para fins de controlar
invertebrados aquaticos predadores de alevinos que possam ser comparados com esta
pesquisa. Este composto pertence ao grupo dos organofosforados, que possuem
toxidade de nivel | (extremamente tdxico), agem principalmente inibindo a enzima
acetilcolinesterase, responsadvel pela quebra da acetilcolina, um importante
neurotransmissor nas sinapses dos nervos colinérgicos e placas motoras, que em
acumulo no musculo ou no nervo causam paralisia e morte celular (GALLI et al., 2006).

A cipermetrina foi altamente toxica para as naiades, sendo letal para os
individuos em todas as doses testadas entre 1000 e 10 pl/L em tempos que variaram de
30 a 600 minutos. A acdo dos piretroides nos insetos é rapida, causa imediata paralisia e

morte, este choque é ocasionado pelas alteracdes da funcionalidade dos canais de sddio
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presentes nas membranas nervosas, este efeito € denominado knock down (SANTOS et
al., 2007).

As naiades de libélula expostas a azadiractina em doses de 1000 a 20 pl/L
apresentaram perda gradativa da capacidade de movimentacdo, culminando em um
efeito estatico. Tomazelli jr et al. (2011) testaram extratos etandlicos de sementes de
cinamomo que contém azadiractina, na concentragdo de 0,375 mg/L e observaram
lentiddo nos movimentos. Os autores sugerem que estes resultados podem estar ligados
ao fato da azadiractina inibir a sintese de quitina, que é responsavel por manter a
estrutura desses invertebrados.

O extrato pirolenhoso apresentou 0 mesmo efeito estatico entre as concentragdes
de 1000 e 10 pl/L. Este produto possui mais de 200 compostos organicos que interagem
sinergicamente e tem sido recomendado por agricultores como fertilizante, repelente e
inseticida (BOGORNI et al., 2008). O autor ainda ressalta que embora a utilizacdo dos
extratos pirolenhosos seja de grande interesse devido ao seu baixo custo e causar menor
impacto ao meio, ndo existem dados de pesquisas que comprovem sua eficiéncia ou
possiveis efeitos colaterais.

Com os testes de predacao, foi possivel verificar a alta predacdo das naiades de
libélula em larvas de Rhamdia quelen. Na agua sem contaminantes, as odonatas
consumiram 93% das larvas de jundia em um tempo de 90 minutos. Ja nos tratamentos
contendo paration metilico e cipermetrina o consumo foi de 27 e 13% respectivamente,
nlmeros que se comparados com o controle, representam uma diminuicdo significativa
na predacdo. Entretanto, em doses elevadas, os organofosforados e, principalmente os
piretroides sdo toxicos para peixes (SANTOS et al., 2007). Nos demais tratamentos, as
naiades apresentaram efeito letargico, onde perderam a capacidade de movimentagéo.

A azadiractina e o extrato pirolenhoso apresentaram uma reducdo do consumo
em 57 e 74% respectivamente. Através dos testes, o extrato pirolenhoso demonstrou ser
0 menos eficaz para o controle das odonatas, entretanto, BOGORNI et al. (2008)
levantam a hipdtese de que extratos pirolenhosos obtidos de diferentes espécies de
madeira podem causar efeitos inseticidas distintos. Ainda, em seus testes, utilizou trés
diferentes extratos pirolenhosos extraidos de Eucalyptus grandis, Melia azedarach e
Pinus caribaea para controlar a alimentacdo e a ovoposic¢do da tragca do tomateiro, no
entanto, ndo houve diferenca significativa.

Durante a larvicultura, uma alta mortalidade dos animais experimentais foi

observada, provavelmente este fator deve-se ao fato de que a densidade de estocagem
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utilizada (2,9 larvas por litro) foi diferente do recomendado para a larvicultura de peixes
nativos (0,3larvas por litro) (PIAIA & BALDISSEROTTO, 2000).

As branquias sd80 extremamente importantes como indicadoras de
histopatologias, pois sdo envolvidas em diversas fungdes como, trocas gasosas,
osmorregulacdo, regulacdo acido-base e de execu¢do de compostos nitrogenados, é o
primeiro 6rgdo a entrar em contato direto com o estressor quimico (EVANS et al.,
2005).

Embora o figado ndo seja o primeiro érgdo a entrar em contato com o poluente,
é considerado o principal 6rgdo na biotransformacédo, portanto, um dos mais afetados
por xenobioticos (FANTA et al. 2003). Normalmente, a exposicdo de larvas ou juvenis
de peixes a organofosforados (FANTA et al., 2003) e piretroides (VELMURUGAN., et
al 2007) causam danos em nivel histologico nas branquias e figados (CENGIZ et al.
2006; KORKMAZ et al., 2009). Curiosamente, nas condigdes avaliadas ndo foram
evidenciados indicios de possiveis patologias nestes érgaos, provavelmente, este fato
deve-se as doses minimas efetivas serem inferiores as doses testadas (FANTA et al.,
2003; SANTOS et al., 2007) e as reposi¢cdes de agua nos aquarios que foram feitas
diariamente, diminuindo ainda mais a concentracao destes produtos na agua.

O paration metilico e a cipermetrina causaram danos ao DNA em eritrdcitos de
R. quelen nas condicGes avaliadas. NAGPURE et al., (2008) avaliaram a genotoxidade
de organofosforados em Corydoras. punctatus através do ensaio cometa, expondo 0s
peixes a doses letais e subletais, resultando em alta toxidade, corroborando com o0s
resultados obtidos nesta pesquisa. Alguns autores enfatizam que os organofosforados
quebram as ligacGes de hidrogénio no DNA (SPEIT & HARTMANN, 1995; MASUDA
et al. 2004) através da interacdo de seus metabolitos com as bases nitrogenadas e
secundariamente, inibem a acdo das enzimas de reparo através da interacdo com radicais
de oxigénio podendo resultar em danos celulares irreversiveis.

Danos a0 DNA de curimba P. lineatus expostos a concentracGes agudas e
subagudas de cipermetrina, foram evidenciados pelo ensaio cometa em eritrocitos
(SIMONIELLO et al., 2009), e para hepatécitos de D. rerio, onde os danos ao DNA
aumentam conforme a concentracdo do piretroide (JIN et al., 2011). A cipermetrina é
hidrofobica e de tamanho molecular reduzido, que permite a facil permeabilidade nas
membranas, atingindo o DNA no nacleo celular (SAXENA et al., 2005; HUSSIEN et

al., 2013). Apds permear 0 nucleo, a cipermetrina pode interagir diretamente com o
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DNA, via polarizacdo, desenrolando a dupla hélice, promovendo danos cromossémicos
(SAXENA et al., 2005).

Ao avaliar a atividade da enzima acetilcolinesterase, responsavel por hidrolisar a
neurotransmissora acetilcolina, verificou-se que paration metilico foi o Gnico tratamento
que reduziu significativamente a atividade da enzima no musculo de R. quelen. Os
inseticidas organofosforados atuam inibindo a acdo da enzima acetilcolinesterase,
formando um complexo estavel no sitio esterdstico da enzima, impedindo a agdo da
acetilcolina neste complexo (LARINI, 1993). Estudos realizados por ABBAS &
HAYTON (1997), em O. mykiss (truta arco-iris) afirmam que o paration metilico atua
na inibicdo da acetilcolinesterase através da via de desulfuracdo oxidativa, formando o
metabolito 20 paraxon. A inibicdo da acetilcolinesterase promove o acumulo de
acetilcolina nas sinapses colinérgicas, podendo acarretar na morte do individuo. Embora
ndo tenha sido observada inibicdo da acetilcolinesterase no musculo de R. quelen, ¢
comumente relatada em peixes expostos a piretréides (MUSHIGERI & DAVID, 2005).
Ainda, os autores ressaltam que a atividade da acetilcolinesterase é inibida no cérebro,
branquias, musculo e figado da carpa indiana C. mrigala expostas ao fenvalerato em
doses subagudas, por outro lado, REDDY et al. (1992) em Cyprinus carpio exposto a
deltametrina, ndo apresentou reducdo da atividade da acetilcolinesterase no cérebro,
musculo e figado.

Com os resultados, é visto que o paration metilico é o mais eficaz no controle
das naiades de libélula, entretanto o produto se mostrou téxico ao R. quelen nas
condicdes avaliadas. A cipermetrina reduz consideravelmente a predacdo, contudo, é
importante ressaltar a sua toxidade mesmo em doses subletais. O extrato pirolenhoso
n&o inibiu a predacdo e de acordo com os testes, ndo possui toxidade aos peixes. A
azadiractina reduz a predacao, sugerindo 43% de sobrevivéncia das larvas nas condicGes
de avaliacdo e ndo possui agdo toxica para o jundia.

Mesmo que a utilizagdo da azadiractina nas condi¢bes avaliadas seja
parcialmente eficaz no controle das naiades por ser uma alternativa natural a utilizacao
de agroquimicos e ndo apresentar toxidade aos animais, pesquisas complementares

neste segmento devem ser realizadas para que sua utilizagdo possa ser recomendada.
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6 CONCLUSAO

Os resultados desta pesquisa demonstram a vulnerabilidade dos peixes aos poluentes no
meio aquatico, pois fazem contato intimo com a agua. Entre os produtos testados, o
organofosforado paration metilico, mostrou-se o mais eficaz para o controle predatério
das naiades de libélula, no entanto, é toxico para 0s peixes nas condi¢des avaliadas. A
azadiractina reduziu a atividade predatdria dos invertebrados e mostrou-se atdxica para
0S peixes, no entanto, novas pesquisas envolvendo este principio ativo devem ser
realizadas para que o mesmo possa ser recomendado para fins de controle de pragas

aquaticas.
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