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INTRODUCAO

O comego da atividade da aqiiicultura no Brasil data do inicio do século XX.
Porém, o seu maior crescimento se deu nestas trés ultimas décadas, provavelmente, como
reflexo da diminuicdo da pesca extrativa e do aumento da demanda do pescado pelo mercado.

Mundialmente, o cultivo de organismos aquaticos ¢ um dos sistemas de produgéo
de alimentos que mais cresce. Na ultima década, a produg¢do mundial de pescado proveniente
da aqiiicultura tem aumentado numa propor¢do de 9,4%/ano (10,4 milhdes t/ano em 1984 para
25,5 milhdes t/ano, em 1994). De acordo com o IBAMA (1997) (ESTATISTICA DA PESCA
NO-BRASIL. CEPENE/IBAMA, nov/97 apud CEPTA, 1998), em 1996 a produg@o brasileira
de pescado proveniente da aqiiicultura foi de 60.720 t., assim distribuida: Regido Norte - 2.244
t; Regido Nordeste — 9.036 t; Regido Centro-Oeste — 11.794 t; Regidio Sudeste — 11.963 t; e,
Regido Sul - 25.683 t. Esta produg@o é responsavel por 9% da produgdo brasileira total de
pescado. Entretanto, nfio existem dados estatisticos representativos da potencialidade e
evolucdo do setor no pais (CEPTA, 1998).

Todavia, muito da produgfo nacional ainda é fortemente baseada no cultivo de
espécies exoticas, o qual tem aumentado nos ultimos anos. A introdugdo destas espécies ndo
nativas acarreta, também, na importa¢do de parasitos, os quais causam doengas antes ndo
conhecidas em nosso territério. Um exemplo de parasito causador de grandes perdas de
cultivo é Lernaea cyprinacea, um crustaceo da ordem Copepoda. Este animal é extremamente
prejudicial ao cultivo de peixes pois apresenta uma baixa especificidade parasitaria, sendo ja
encontrado em peixes nativos como Astyanax sp, Hoplias malabaricus, Corydoras paleatus,
dentre outros. Sua presenca foi uma das principais causas das mortandade de peixes ocorridas

no ano de 1995 no Estado de Sdo Paulo (DIAS, 1996).



O cultivo e a comercializagdo de peixes ficam, também, prejudicados pela presenga de
agentes patogénicos. Segundo ROBERTS (1981), a diminui¢do do crescimento em peso e
comprimento dos peixes € freqiientemente provocada por parasitos, sendo, portanto, um fator
relevante para a atividade cpmercial.

Para o produtor, uma das formas de impedir o aparecimento de enfermidades é a
utilizacdo de produtos quimicos como tratamento contra agentes patogénicos. Tais produtos
podem ter diferentes tipos de acdo, dependendo da estrutura quimica de cada principio ativo.
Alguns sdo capazes de eliminar parasitos com grande eficacia, sendo que as doses aplicadas
com tal objetivo sdo tdo reduzidas, que geralmente nfo afetam o hospedeiro (BROWN, 1993;
DIAS, 1996; MACKINNON, 1997).

Os produtos mais utilizados, atualmente, em diversos paises para tratamentos contra
parasitoses s@o organofosforados. Existem diversos produtos para este fim, sendo que os mais
usados tém como principio ativo o Triclorfon. O procedimento mais comumente indicado na
literatura pertinente é a aplicagdo semanal do Triclofon numa concentragdo de 0,25 a 0,30
ppm, durante 4 a 5 semanas (BROWN, 1993, LAGUNA KOI PONDS, 1997; MITCHELL,
1998; ANONIMO, 1998). Esse produto (Triclorfon), nome quimico 2, 2, 2 tricloro-1-
hidroxietil-fosfonato (Fig. 1), ¢ um dos diversos inseticidas organofosforados pertencente a

classe dos fosfonatos. Um dos produtos comerciais que tem o Triclorfon como principio ativo

¢ o Dipterex 500, fabricado pela Bayer S.A do Brasil.

I
ClyC - CH - P(OCH,),
OH

Figura 1. Foérmula estrutural de Triclorfon



O Triclorfon tem como caracteristicas quimicas: massa molecular de 257,5; estabilidade
a temperatura ambiente e a luz; instabilidade acentuada sob condi¢des de alta umidade, de forte
acidez ou de basicidade. Como caracteristicas fisicas: sélido a temperatura ambiente;
colorag¢do branca; ponto de fusdo de 83 -84 °C; solubilidade em solventes orgnicos e dgua a
25 °C em uma concentragio de 154 g/L (CEPPA, 1988). E instavel em altas temperatura e
sofre reagdo de desidroclorinagdo em meio alcalino e aquoso, formando um produto de maior
toxicidade, denominado Diclorvos (DDVP) (MATSUNARA, 1985). Esta reacdo também
ocorre em todos os grupos de animais. O Triclorfon tem acéo sistémica e ¢ um excelente endo
e ectéparasiticida.

O Diclorvos é um potente inibidor de colinesterases (ETO, 1974; HOFER, 1981 apud
SALTE et al., 1987). Este produto bloqueia a atividade colinérgica no ganglio central dos
organismds alvos invertebrados. O Diclorvos inibe, também, a transmissdo colinérgica no
cérebro e musculos de peixes (WEISS, 1961 apud SALTE er al., 1987) e vertebrados

superiores. A cadeia metabolica deste produto esta lustrada na Figura 2.
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Figura 2. Cadeia metabdlica do diclorvos (CREMLYN, 1978)



Mesmo sendo afirmado o contrario, organofosforados, como Triclorfon e Diclorvos,
podem ter um efeito bioacumulativo, dependendo tdo somente das caracteristicas dos
individuos expostos, como idade, nutricdo e sexo (LARINI, 1979). Estudando modelos de
ecossistemas, METCALF et al. (1974) observou a bioacumulagio de produtos
organofosforados em 335 vezes, em apenas 34 dias, em espécies de Gambusia. A
bioacumula¢do destes produtos na musculatura e figado dos peixes ¢ um dos temas mais
polémicos entre os piscicultores, pesquisadores e Orgdos governamentais. Geralmente,
questiona-se sobre a permanéncia destes produtos na “carne” do peixe e quanto tempo apds a

aplicagdo os animais podem ser comercializados.

Os peixes podem acumular compostos quimicos xenobidticos presentes na agua ou
no alimento, especialmente aqueles pouco hidrossoliveis. O produto, em solu¢do ou em
suspensdo na agua, penetra no organismo devido ao intimo contato do animal com o meio. Os
peixes extraem oxigénio do meio através do enorme volume de agua que passa por suas
branquias, favorecendo assim, a absor¢do de quimicos presentes na agua (MURTY,1986). O
processo de entrada dos compostos, tanto através da agua como pelo alimento, ¢ influenciado
por diversos fatores tais como a quimica da molécula, as condi¢des fisicas do meio e a
fisiologia dQ proprio peixe tais como o conteudo lipidico, o tamanho, o estagio de
desenvolvimento e a atividade fisiologica em si.

Para eliminar tais produtos, o organismo os metaboliza e os transforma em compostos
que podem ser excretados mais facilmente. Sendo assim, o figado apresenta duas fungdes
destacadas na biotransformac¢do. A primeira é a transformagdo dos compostos lipossoliveis
em derivados mais polares, facilitando a sua elimina(;ﬁo pelos rins. Estes compostos formados
sdo mais hidrossoliveis do que as formas precursoras por conter mais radicais hidrofilicos ou

por se apresentarem-se conjugados com agentes lipéfobos. A segunda fungdo do figado € a



desintoxicagdo, sendo o produto quimico convertido em uma forma que pode ser excretada,
sendo perdida, portanto, a atividade do inseticida (LARINI, 1979).

Geralmente, o impacto destes produtos é maior nos organismos aquaticos do que nos
terrestres, j4 que na 4gua os pesticidas e outras substincias sdo transportados a maiores
distncias. Portanto, um maior numero de organismos “ndo-alvo” pode ter maior exposi¢do
no ambiente aquatico do que no ambiente terrestre (MURTY, 1986). Sendo assim, estes
produtos acabam também por causar patologias graves aos animais (eg. necroses,
hiperplasias). Na piscicultura, por exemplo, 0 manejo inadequado dos viveiros € uma ma
aplicagdo destes produtos pode acarretar em uma possivel contaminagéo do ecossistema.

Em casos de contaminagdo, RICHMONDS & DUTTA (1989) afirmam que as
branquias dos peixes sdo os Orgdos vitais do organismo que mais precocemente sofrem os
efeitos de poluentes em geral. Substancias toxicas parecem causar uma diminui¢do na adeséo
entre as células do epitélio respiratorio e as células pilares subjacentes, acompanhada por um
colapso da integridade estrutural das lamelas secundarias (MACHADO, 1995). Devido a estes
efeitos, as fun¢des das branquias podem ficar extremamente comprometidas.

Entre todas ja comentadas, a principal conseqii€éncia da agdo dos produtos
organofosforados € a inibicdo de colinesterases presentes no organismo, tanto no sangue
(pseudocolinesterases) como nas terminagdio sinapticas (acetilcolinesterase) (SILVA, 1993).
Fisiologicamente, a acetilcolina, sintetizada e liberada nas sinapses nervosas, vai interagir com
os seus receptores produzindo respostas caracteristicas (e.g. aumento do estimulo e tonus dos
musculos esqueléticos, aumento do peristaltismo) (Fig. 3). As regifes ativas existentes na
superficie da Acetilcolinesterase permitem uma interagdo enzima-substrato, proporcionando
uma agdo hidrolitica do centro esterasico, havendo, portanto, a transformagdo da acetilcolina,

em colina e acido acético (Fig. 4). Os inseticidas organofosforados inibem o centro esterasico



da Acetilcolinesterase, incapacitando a mesma de exercer sua fungdo, ou seja, desdobrar a

acetilcolina em colina e acido acético (Fig. 5).

fisiologica da

Acetilcolinesterase - ( ID)
acetilcolina liberada na fenda
sinaptica, liga-se a receptores da
membrana poés-sindtica, permitindo a
continuagdo da transmissdio do
estimulo pelos axdnios.

Figura 3. Acdo

Fungdo fisiologica da

Acetilcolinesterase - ( 5)
acetilcolinesterase faz a quebra da

Figura 4.

acetilcolina em colina (' ) e éacido

acético (Q), sendo estes dois
produtos novamente aproveitados pelo
organismo.

Figura 5. Mecanismo da agfo toxica
dos inseticidas organofosforados - os

organofosforados ($) ligam-se a
acetilcolinesterase, inibindo a sua
atividade enzimatica.

Figuras 3 a 5 — Acdo fisiologica da acetilcolinesterase e mecanismo de inibi¢do por

organofosforados (LARINI, 1979)

Uma das espécies exdticas mais amplamente cultivada no pais e que tem apresentado

grandes indices de parasitismo € a Carpa-Capim, Ctenopharyngodon idella. Juntamente com a

sua alta produg@o, tem crescido o niimero casos de infestagdes por espécies de ectoparasitos,

em especial Lernaea cyprinacea e algumas espécies de Monogenoidea, como por exemplo,

Dactylogyrus lamellatus.

Para a erradicagdo destes parasitos no Brasil, produtores fazem a aplicagdo de

organofosforados como forma de tratamento. Porém, esta administra¢do é feita de forma

indiscriminada e sem uma metodologia devidamente avaliada.

sobre tempo de permanéncia e cinética deste tipo de produto no organismo.

Atualmente, pouco se sabe

Esse

desconhecimento e o descuido dos piscicultores na aplicagdo do produto acabam por causar

graves prejuizos nas atividades econdmicas € mesmo aos organismos cultivados e a saude

humana. Portanto, este trabalho visou avaliar, em condi¢des controladas de laboratério, a



influéncia do uso de quimico 2, 2, 2 tricloro-1-hidroxietil-fosfonato (Triclorfon), nas dosagens
recomendadas na literatura pertinente, sobre o crescimento de Carpas-capim, bem como danos

histologicos e possivel bioacumulagdo em seus tecidos apds o periodo de tratamento.

METODOLOGIA

O bioensaio foi idealizado para permitir a avaliagdo de efeito de Triclorfon sobre o
crescimento em comprimento total e peso, a integridade tecidual de branquias e figado
posterior ao tratamento e a bioacumulagdio na musculatura dos peixes. Para tal, dois
experimentos com 0 mesmo arranjo experimental foram realizados. Dois aquarios de 40 L
foram montados, com dez exemplares de C. idella cada, provenientes da Piscicultura
Pescobras (Rodovia Alexandra/Matinhos). A filtragem da agua, a oxigenagdo e a temperatura
(25°C) permaneceram constantes, sendo os aquarios mantidos sob capela de exaustdo de gases.
O fotoperiodo foi controlado em 12h00 luz/12h00 escuro. Os animais foram alimentados uma
vez ao dia (total de 4 % da biomassa média calculada por aquario) com ragéo extrusada. A
manuten¢do dos aqudrios foi realizada semanalmente, sendo sifonados os restos alimentares
depositados no fundo e substituida 50 % do total da agua substituida por agua limpa. Os
peixes foram aclimatados em seus respectivos aquérios por um periodo de dez dias antes do
inicio do experimento. Dipterex 500 (principio ativo Triclorfon) foi adicionado a agua do
aquario tratamento numa concentragdo de 0,25 p.p.m., uma vez por semana, durante 5
semanas consecutivas, tendo sido obtida uma concentragdo final de 1,25 p.p.m, como
recomendado por BROWN (1993) (LAGUNA KOI PONDS, 1997; MITCHELL, 1998;

ANONIMO, 1998), para o controle de dactilogiroses e de lerneoses.



Andlise de crescimento

Durante 15 semanas, foram registrados o peso (g) ¢ o comprimento total (mm) de
todos os peixes de cada aquario. As biometrias foram realizadas semanalmente, durante 5
semanas correspondentes ao periodo de tratamento. Apés o tratamento, foram realizadas
mais 4 medi¢des a cada duas semanas. Os dados morfométricos foram posteriormente
analisados no programa estatistico Statistica versdo 5.1 (StatSoft, Inc.), sendo submetidos a
analises de dados longitudinais (GUIMARAES, 1994). Para realizar tais analises, foi feita a
selecdo de um modelo através do Critério de Informagdo de Akaike (AIC), sendo utilizados
efeitos aleatorios para as duas variaveis. Os efeitos aleatérios (pardmetros) determinam a
variagdo comportamental de cada individuo, submetido a situagdes diferentes
(subpopulagdes), como controle e tratamento. Sendo assim, o0 modelo escolhido foi do tipo

polinomial, encontrando-se ao final da aplicagdo fun¢Ges de 2° grau para cada variavel .

Andlise de bioacumulagio

Para detectar rastros do produto e o periodo de acumula¢io na musculatura dos
peixes, foram coletadas trés amostras com trés peixes cada. A primeira amostra foi coletada
apos cinco dias da ultima aplicagdo do produto (33 dias do inicio do experimento); a segunda
apos dez dias (38 dias) e a ultima apds vinte dias (48 dias). As trés amostras passaram pelo
processb de Soxhlet para a extragdo de produtos quimicos (ANDREWS et al., 1993;
MAKAREWICZ et al., 1993), tendo sido utilizado como solvente o diclorometano.

Apos a extragdo do produto, a amostra foi evaporada em nitroéénio gasoso €
posteriormente, solubilizada em metanol. A amostra foi, apds a calibragem do cromatografo,

injetada, tendo sido o tempo de analise de 20 minutos. O cromatografo era do tipo HPLC, o



qual apresentava uma coluna de silica ODS de fase reversa. A fase movel era composta por
15% de Acetonitrila € 85% de uma solugdo em pH 3,0 de acido fosforico 0,01 M dissolvido
em agua miliq (SAMUELSEN, 1987). O detector de UV acoplado ao cromatografo estava
calibrado para um comprimento de 250 nm. O fluxo de solvente foi de aproximadamente 1

mL/min, a uma presséo proxima de 270 atm.

Andlise histologica

Ap6s o término do tratamento, trés animais de cada aqudrio - controle e tratamento -
foram submetidos a sec¢do medular. Os 2% e 3% arcos branquiais e o figado foram coletados
de cada peixe e fixados em AFA (Alcool, Formol e Acido Acético). Posteriormente, as
amostras foram transferidas para alcool 70°. O material coletado foi submetido ao
processamento de rotina, sendo desidratado em série alcoodlica, diafanizado em xileno, com
posterior impregnacdo e inclusdo em Paraplast Plus®. Os blocos foram trimados e
seccionados em microtomo, sendo realizados cortes de 3 um (STEDMAN, 1960). Os cortes
foram corados com Hematoxilina e Eosina, para descri¢do da morfologia, e Alcian Blue pH
2,5, para evidenciar as células secretoras de glicosaminogicanas acidas carboxiladas e
sulfatadas (CULLING et al, 1985). As laminas permanentes foram selecionadas apés a
analise, sendo fotografadas com o auxilio do fotomicroscopio Olympus PM 10 AD,
utilizando-se filmes Kodakcolor 35 mm, Iso 100.

Para comparagdo do nimero relativo de células de muco das branquias nas duas
situagdes, controle e tratamento, foram escolhidas, aleatoriamente, dez regides das lamelas
branquiais de cada individuo amostrado. Cada regido foi digitalizada e analisada através do
programa Image Tool for Windows, versdo 1.28 (The University of Texas Health Science
Center in San Antonio). O numero de células de muco de animais controle e tratados foi

comparado através de analise da variancia (ANOVA).
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RESULTADOS

Durante a manutengdo dos experimentos, pOde-se observar uma grande
deposi¢do de restos alimentares no fundo do aquario em tratamento. Mesmo depois do
término da aplicagdo do produto e da posterior renovagdo total da adgua, o acimulo de
alimentos foi extremamente elevado quando comparado aos animais controle. Trinta porcento
(n = 2 no primeiro experimento e n = 4 no segundo experimento) dos animais do aquério em

tratamento apresentaram torgdo na coluna vertebral (Fig. 6). Em contraste, todos os peixes do

aquario controle mostraram-se com sua morfologia normal durante todo o experimento.

Figura 6. Acima - Controle de C. idella. Abaixo - Lesdo vertebral em C. idella tratado com Dipterex
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Crescimento
As medidas de peso e comprimento total médios dos peixes no inicio do experimento
estdo apresentadas na Tabela I. Os animais controle apresentaram um crescimento em peso de
39,70%, enquanto que os de tratamento tiveram um percentual mais reduzido, equivalente a
11,83%. De forma semelhante, os peixes controle apresentaram um percentual médio de
crescimento em comprimento de 2,95%, enquanto que os do tratamento ndo apresentaram um

aumento significativo de tamanho (0%) durante o periodo de experimento.

Tabela I. Médias de peso e comprimento total inicial e final e respectivos desvios padrdes de C. idella

utilizados no experimento.

Etapa | Peso (g) | Desvio Padrdo Comprimento Desvio Padrdo
Peso (g) Total (mm) Comp. Total (mm)
Controle Inicial 7,230 1,326 91,500 5,852
Final | 10,100 2,204 94,200 3,370
Tratamento Inicial 7,90 1,423 93,500 7,128
Final 8,600 1,148 93,222 4,944

As curvas de aumento médio de peso e comprimento sdo relativamente semelhantes
para os peixes de ambos os aquario (Fig. 7 e 8, respectivamente). A grande variagéo
apresentada pelas curvas controle € provavelmente conseqiiéncia da morte de um total de
cinco individuos durante todo o periodo do experimento. Estes peixes encontravam-se dentre
aqueles de maior valor em comprimento total e peso e, portanto, sua morte levou a uma queda

drastica nas médias.
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MEDIAS DE CRECIMENTO EM PESO
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Figura 7. Curva de crescimento em peso dos peixes tratados e controles durante o periodo de 14 semanas. As
primeiras cinco semanas, a partir de T1, s3o referentes ao periodo de tratamento (quadrado amarelo). As setas

indicam as mortes de individuos durante o periodo experimental.
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Figura 8. Curva de crescimento em comprimento total dos peixes tratados e controles durante o periodo de 14
semanas. As primeiras cinco semanas, a partir de T1, sdo referentes ao periodo de tratamento. As setas

indicam morte de individuos durante o periodo experimental.
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BIBLIDTECA DE CIENCIAS BIoLOGICAS / UEPR

Mesmo ndo havendo uma diferenga significativa na analise da varidncia das médias
de peso e comprimento total (p < 0,05), a analise das taxas percentuais de incremento semanal
dessas duas varidveis sugere um maior crescimento dos peixes controle, quando comparados
aos tratados. Em geral, as taxas relativas de crescimento semanal parecem sugerir que,
durante e ap6s o tratamento com Dipterex, ocorre uma redugdo das taxas de crescimento em
comprimento total e peso em C. idella. Estas taxas de crescimento nido voltam a niveis
semelhantes aquelas dos peixes controle, durante o periodo analisado de 14 semanas. As
taxas semanais de crescimento em peso e comprimento total tem um comportamento
semelhante.

A taxa de crescimento em peso mantém-se mais baixas nos peixes tratados durante
o periodo de exposi¢do ao Dipterex. Tendem a reduzir ainda mais, atingindo uma taxa de
crescimento em peso nula na sétima semana ap6s o término do tratamento, recuperando
posteriormente (Fig. 9).

A taxa de comprimento total dos peixes tratados reduz logo no inicio do
tratamento, permanecendo sem recuperagdo até o final do periodo analisado. Esta taxa atingiu
o valor de 0 % (nenhum crescimento) apoOs trés semanas, subseqiientes ao tratamento de 5
semanas, permanecendo neste valor até o final do periodo analisado (9 semanas ap6s o término

da aplicagdo do produto) (Fig. 10).
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Figura 9 . Variagio da taxa semanal de crescimento em peso dos peixes tratados e controles durante o periodo

de 14 semanas. As primeiras cinco semanas, a partir de T1, sdo referentes ao periodo de tratamento (quadrado

amarelo). As setas indicam morte de individuos durante o periodo experimental.
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Figura 10. Curva da variagdo da taxa de crescimento em comprimento total dos peixes tratados e controles

durante o periodo de 14 semanas. As primeiras cinco semanas, a partir de T1, sdo referentes ao periodo de

tratamento (quadrado amarelo). As setas indicam morte de individuos durante o periodo experimental.
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As andlises longitudinais suportam algumas dessas observagdes. A analise da variavel
peso demonstrou uma diferenga significativa no comportamento das duas subpopulagdes
(controle e tratamento) ao longo do tempo, sendo elaboradas duas fungdes, uma para os peixes

controle € uma para os tratados:

Peso Médio Controle (g) = 7,512 + 0,637 x dia — 0,04483 x (dia)’

Peso Médio Tratado (g) = 8,262 + 0,4201 x dia — 0,04483 x (dia)’

As equagdes acima resultam em curvas graficas, que representam a tendéncia do
comportamento da variavel peso nas situagdes controle e tratamento ao longo do tempo.
Inicialmente, pode-se observar que os peixes submetidos ao tratamento apresentavam médias
superiores em relagdo a variavel peso, como ja foi discutido anteriormente. Porém, a tendéncia
do crescimento dos peixes em situagdo de tratamento foi de decréscimo, principalmente apos o
término da aplicagdo do produto, enquanto que os controles mantém seu crescimento durante

todo o periodo estudado (Fig. 11).
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Figura 11. Tendéncia do comportamento da variavel peso ao longo do tempo em animais controle e

tratados conforme fungdo definida pela analise temporal.
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A analise da variavel comprimento total demonstrou ndo haver diferenga significativa
entre o comportamento das varidveis enr ambas as situagdes. A equacio-definida para-ambes os

aquarios foi (Fig. 12)

Controles e Tratados = 91,37 + 1.216-x dia— 0,1255 x (dia)>
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Figura 12. Comportamento da variavel comprimento total ao longo do tempo nas duas situagdes,

controle e tratado.

Histologia
Figado
Imediatamente apos o término do tratamento com Triclorfon (35 dias de experimento),
alteracdes leves foram observadas em algumas amostras dos animais tratados. Os nucleos dos
hepatocitos dos animais tratados (33,33% da amostra) mostram-se densamente corados com
Hematoxilina de Harris (Fig. 13b). Porém, a maior parte das amostras de peixes tratados
coletadas neste tempo mostraram os nucleos dos hepatdcitos com aparéncia semelhante a dos

animais controle (Fig. 13a e ¢).
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caso do nucleo (Fig. 13a). Porém, a maior parte das amostras de peixes tratados coletadas
neste tempo mostraram os nucleos dos hepatocitos com aparéncia semelhante a dos animais

controle (Fig. 13b).

Branquias
Nido foi observada nenhuma diferenca estatisticamente significativa no numero de
células de muco nas branquias de peixes tratados (X= 5,85 células por campo medido) e
controle (X= 5,20 células de muco por campo medido) (Tab. II) (Figs. 14c e 14d). Nenhuma
evidéncia de alteragdo histologica pode ser identificada nos animais expostos ao tratamento

por Dipterex (compare Figs. 14a e 14 b).

Tab. IV — Analise da variancia sobre o nimero de células de muco em peixes controle e

tratados.
df MS df MS
Effect Effect Error Error F p-level
1 |1 4.225000 38 6.203948 .681018 414387




LEGENDA

Figs. 13 a— c:- Fotomicrografia de figado de C. idella. Coloragdo HE. Escala 10 pum.
Fig. 13 a— Animal controle; Fig. 13 b— Animal tratado com aparéncia normal; Fig. 13
¢ — Animal tratado apresentando nucleos picnéticos
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’
A
! e

LEGENDA

Figs. 14 a — d: Fotomicrografias de branquias de C. idella, escala de 10 um; Figs. 14 a,b — controle e
tratado, respectivamente, corados em HE. Figs. 14 ¢, d — controle e tratado, respectivamente, corados em
Alcian Blue pH 2,5.
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Cromatografia

Uma solugdo aquosa padrdo de Triclorfon (97,02%) a 50 ppm foi preparada, diluida
em acetonitrila e aplicada no cromatégrafo. No cromatograma resultante (Fig. 15), pode-se
observar dois picos: um representativo de acetonitrila no tempo de 3,165 (equivalente a
3,09 min); e outro, do Triclorfon em um tempo de reten¢do de 8,802 (equivalente a 8,48

min). Este padrdo foi utilizado para posterior comparagdo com as demais amostras

experimentais.
B
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Figura 15. Cromatograma de fase liquida do padrdo de Triclorfon. Tempo de retengdo de acetonitrila = 3,09

min. Tempo de retengdo 8,802 min
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O cromatograma da amostra da musculatura de peixes coletados 5 dias (33 dias de
experimento), apos a ultima aplicagdo de 0,25 ppm de Trichlorfon (Fig. 16) mostra que ndo

ocorre nenhum pico de retengdo equivalente aquele representativo do Triclorfon padrio.

I P

Figura 19. Cromatograma de fase liquida da amostra de 5 dias apds a tltima aplicagdo de 0,25 ppm de
Trichlorfon. Tempo de retengdo de acetonitrila = 3,776 min. Tempo de reten¢do do metanol = 2,228 min.

( —p) Tempo retengdo equivalente ao do Triclorfon padrao

Esse cromatograma indica, portanto, que ndo existe evidéncia de bioacumulagdo de

Triclorfon ou de seus residuos de seus metabdlicos na musculatura dos peixes tratados.
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DISCUSSAO

Apesar do experimento ndo reproduzir as condi¢des de cultivo, por ter sido
desenvolvido em aquarios € em ambiente onde todos os fatores abioticos estavam controlados,
seus resultados alertam para possiveis problemas causados pelo uso do Triclorfon. Esses
problemas, discutidos a seguir, devem ser considerados em projetos subsequentes e na tomada
de decisdes relacionadas ao uso de Triclorfon no tratamento de peixes cultivados.

Pode-se, de forma limitada, afirmar que o tratamento com Triclorfon (na metodologia e
concentragdo testada) pouco altera as estruturas morfologicas dos o6rgdos vitais, e ndo é
acumulativo na musculatura do peixe. Porém, inibe diretamente um dos fatores mais
importantes do processo produtivo: a taxa de crescimento. A engorda de animais tratados é
prejudicada, justamente pelos efeitos agudos e cronicos deste produto, promovendo, no
minimo, uma redugdo significante do crescimento dos peixes tratados. O desenvolvimento de
lesdes da coluna vertebral €, claramente, prejudicial & comercializagéo.

Seja qual for a forma pela qual a aplicagdo de Dipterex aja negativamente sobre as
taxas de crescimento em peso € comprimento total da Carpa-Capim, o efeito deletério parece
permanecer mesmo apos o término do tratamento. Nota-se que as taxas de crescimento dos
peixes tratados, de maneira geral, nfo retornaram a niveis semelhantes aquelas observadas para
os peixes controle nas 14 semanas de experimento (Figs. 9 e 10).

Um dos primeiros efeitos agudos causados por organofosforados € a inibi¢do do apetite
(LARINI, 1979). Consequentemente, a falta da ingestdo de alimentos, secundariamente
causada pela inibicdo de colinesterases (ETO, 1974; HOFER, 1981 apud SALTE et col.,
1987; WEISS, 1961 apud SALTE et al., 1987; LARINI, 1979), pode acarretar em diminui¢io
no crescimento em peso do animal, como observado nos resultados apresentados. A

comparagdo dos graficos das Figuras 11 e 12, onde no primeiro ocorre duas curvas com
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diferengas significativas, e, no segundo, ocorre uma tnica curva representativa para as duas
situagdes, levando a crer que toda a energia armazenada pelos peixes tratados é utilizada para
0 crescimento em comprimento.

Segundo TACON (1992), as espécies de peixe reduzem o seu crescimento quando
ocorre uma deficiéncia alimentar de aminoacidos essenciais (e.g. Triptofano), de lipidios, de
sais minerais (e.g. magnésio, fésforo) e, principalmente, vitamina C. LesGes vertebrais, como
as identificadas em 30% dos peixes tratados, s3o bastante freqiientes e, provavelmente, sdo
causadas pela deficiéncia de vitamina C. Essa deficiéncia pode resultar na produgdo
inadequada de hidroxiprolina, um componente essencial da matriz colagena, e onde o célcio €
depositado para formar os ossos. Havendo a deficiéncia vitaminica, os ossos ficam
enfraquecidos, mesmo que a deposi¢do do calcio seja normal (MERLE and MAYER, 1975;
HAMILTON et al. 1981 apud HILTON, 1990). Esta sindrome pode surgir devido a deplecdo
oxidante-dependente da vitamina C, ou de uma dieta deficiente, esta dltima sendo ainda mais
importante em peixes que ndo sintetizam vitamina C.

Existe, porém, outra possivel causa para lesdes vertebrais observadas. Segundo
HINTON (1990), deformidades esqueléticas ja foram observadas em peixes selvagens sujeitos
a dietas deficientes e expostos a pesticidas e metais pesados. Os organofosforados podem
causar a tor¢do do corpo devido a uma hiper contragdo da musculatura (JONHSON, 1994)
(Fig. 6)

Analisando as sec¢des histologicas de figado de algumas amostras de animais tratados,
pode-se observar nucleos picnéticos nas células hepaticas. Segundo HINTON (1990), a
toxicidez de pesticidas organofosforados pode prdvocar a morte celular dos hepatdcitos
(apoptose), iniciando este processo a partir do condensamento excessivo da cromatina
presente no nucleo (nucleos picnéticos). Desta forma inibe-se as diversas sinteses celulares,

principalmente a sintese protéica, provocando, por final, a morte celular. Porém, a maioria das
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amostras de figado de animais tratados apresentavam um padrdo semelhante ao do controle.
Possivelmente, neste periodo de 35 dias ja ocorre a recuperagdo ao efeito agudo do Triclorfon
e de seus metabolitos, portanto, os hepatécitoé se mostram com uma morfologia normal.

Em relagdo as branquias, nenhuma diferenga morfologica foi detectada. Segundo
MALLAT (1991), a presenga de uma substidncia estranha no meio, como p.e.
organofosforados, pode fazer com que o organismo reaja liberando uma maior quantidade de
muco, sendo este um mecanismo de defesa. Todavia, ndo foram encontradas diferengas
estatisticamente significativas entre o niimero de células de muco nas branquias de animais
controle e tratados com Triclorfon.

No cromatograma da amostra de musculatura de peixes tratados, coletados 5 dias apds
o ultimo aplicagdo de Triclorfon (Fig. 19), ndo foi observado nenhum pico que evidenciasse a
presenga do produto e de seus metabdlitos. Segundo MATSUNARA (1985), Triclorfon é um
organofosforado bastante instavel a altas temperatura e sofre rapidamente reacdo de
desidroclorinagdo quando esta em processo de metabolizagdo em organismos vivos. O
produto desta reagdo apresenta uma maior toxicidade, sendo este denominado Diclorvos
(DDVP). A meia vida de Diclorvos em pH 7,7, 13,5°C, é de 166 horas. Em menores
temperaturas a taxa de degradag¢do diminui. Isto leva a crer que a acumulagdo de Trichlorfon e
de seus metabdlitos € muito baixa ou praticamente inexistente. Esse resultado corrobora com
o trabalho de MACKINNON (1997), onde nido foram detectados residuos de Diclorvos em
peixes mesmo apos uma semana de contaminag#o.

Os resultados do presente trabalho, portanto, sugerem que os prejuizos causados pelo
uso adequado do Triclorfon no controle de enfermidades em peixes sdo, aparentemente,
indiretos, causados pela indu¢do da perda de apetite. Danos histologicos foram reduzidos e a

bioacumulag@o do composto e de seus metabélitos ndo foi detectada.
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A sua aplicéc;ﬁo, todavia, devera considerar seu efeito cronico, de redugfio da taxa de
crescimento e possiveis danos ao meio ambiente, flora e fauna do viveiro. Contudo,
experimentos subsequentes devem avaliar esses parametros, sendo simulada uma situagdo de

cultivo, para uma compreensdo das consequéncias efetivas do uso de Triclorfon.
0 ,
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