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TOXICIDADE AGUDA E EFEITOS HISTOPATOLOGICOS DO

DIQUATE NA BRANQUIA E NO FIGADO DO PIAUCU
(Leporinus macrocephalus)
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A concentragao letal CL (I) ., € Os efeitos
histopatoldgicos do diquate para o piaugu (Leporinus
macrocephalus) foram avaliados em trés
experimentos conduzidos em condigdes de
laboratério. Os peixes foram expostos as
concentragbes de 0; 12; 18; 24; 30; 36; 42; 48; 54; e
60 mg de diquate/L e a histologia da branquia e do
figado avaliada nos peixes sobreviventes. A
concentragdo letal CL (1) 4, 4, foi de 34,76 mg/L. Nos
tratamentos controle, 12 e 18 mg/L as branquias dos
peixes estavam revestidas por epitélio estratificado
que em intervalos regulares formaram as lamelas
secundarias, constituidas por duas camadas de
células epiteliais pavimentosas, células pilares,
células-cloreto e células mucosas. Nos tratamentos
com 24, 30, 36, 42, e 48 mg/L ocorreu hiperplasia
das células de revestimento, das mucosas e das
células cloreto no espaco interlamelar. No tratamento
com 54 mg/L verificou-se edema subepitelial e fusédo
apical das lamelas secundarias. O figado do piaugu
nos tratamentos controle e 12 mg/L apresentaram
arranjo cordonal dos hepatdcitos. Nos tratamentos
com 18, 24, 30, 36, 42, 48 e 54 mg/L ocorreu
congestao no interior dos capilares sinusoéides. Nos
tratamentos com 48 e 54 mg/L constatou-se a
presenca de granulos de glicogénio no interior da
célula, inicio de necrose dos hepatopancreas,
congestao e fusao celular. O diquate mostrou-se
pouco téxico para o L. macrocephalus, e as alteragdes
histopatologicas que ocorreram na branquia e no
figado dos peixes sédo reversiveis.
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1 INTRODUCAO

As macrdfitas aquaticas sao importantes componentes dos ecossistemas aquaticos. Fazem
parte do primeiro nivel tréfico da cadeia alimentar, proporcionando abrigos para desova e prote¢cao
das fases jovens da fauna aquatica. Porém, o aumento da disponibilidade de nutrientes nos corpos
hidricos favorece o crescimento de densas e extensas colonizagbes de macrdfitas. Esse processo
reduz a disponibilidade de oxigénio, a diversidade bioldgica e impede os usos multiplos dos recursos
hidricos (PITELLI, 1998).

O problema com macrdfitas aquaticas tém crescido no Brasil, especialmente em reservatérios
de hidrelétricas. O uso de herbicidas, como o diquate, fluridona, os compostos de cobre, o endotal,
0 2,4-D e o glifosato tém tido importancia significativa nesses locais devido a eficacia no controle
(MARCONDES et al., 2003).

O herbicida diquate, 1-1’-etileno-2-2’-dibrometo de bipiridilio, € muito utilizado nos Estados
Unidos para o controle de macroéfitas (SYNGENTA, 2002) e no Brasil tém sido testado para o
controle de macrodfitas aquaticas flutuantes (PITELLI et al., 2004) e submersas (VELINI, 2005).

O mecanismo de agao do diquate promove a formacgao de radicais livres a partir de
elétrons capturados do fotossistema |, do processo de fotossintese, em niveis energéticos
compativeis com a da ferredoxina. Tais radicais livres promovem a oxidac¢éo de lipideos, tendo
como principal consequéncia a ruptura das membranas celulares levando a necrose de tecidos
(HESS, 1993).

Para o diquate, assim como para qualquer xenobidtico a ser empregado no ambiente ou no
tratamento de salde, a avaliagdo ecotoxicolégica € fundamental para a regulamentagédo do seu
uso e classificagdo quanto ao potencial de risco ambiental. A identificagcdo do perigo e avaliagdo da
relacdo dose-resposta constituem etapas iniciais no processo de avaliagao ecotoxicologica (USEPA,
2002), sendo os estudos de toxicidade aguda importantes na estimativa do risco ambiental do uso
de pesticidas (PARMA de CROUX, LOTESTE e CAZENAVE, 2002).

Estudos sobre a toxicidade aguda dos herbicidas em organismos aquaticos foram realizados
com glifosato em invertebrados aquaticos (HENRY, HIGGINS e BUHL, 1994) e em sapos australianos
(MANN e BIDWELL, 1999), com o diquate em Ctenopharyngodon idella (SALAH EL-DEEN e
ROGERS, 1992) e Ictalurus punctatus (SCHULTZ, HAYTON e KEMMENOE, 1995). Também foram
testados o0 2,4-D em Tinca tinca (GOMEZ et al., 1998), o paraquate em Oreochromis niloticus
(BABATUNDE, OLADIMEJI e BALOGUN, 2001) e clomazona, quincloraque e metsulfurom metilico
em Ramdhia quelen (MIRON et al., 2005).

Além do efeito toxico, a utilizagdo de herbicidas no ambiente aquatico para o controle de
macréfitas pode provocar danos na morfologia dos peixes. O glifosato causou hiperplasia epitelial,
edema subepitelial, hipertrofia das células-cloreto na branquia de carpa capim (Cyprinus carpio) e
focos de fibrose no figado (NESKOVIC et al. 1996). Em tilapia nilética (Oreochromis niloticus), o
glifosato causou proliferagdo das células do filamento, hiperplasia, fusdo lamelar e aneurisma na
branquia, vacuolizagao e picnose nuclear no figado e dilatagdo do espaco de Bawman’s no rim
(JIRAUNGKOORSKUL et al., 2002).

Espécies do género Leporinus, endémico do Pantanal mato-grossense e da bacia do Parana-
Paraguai (GARAVELLO e BRITSKI, 1988), podem ser utilizadas como organismo-teste (espécie
autoéctone) em estudos de toxicidade aguda de agrotoxicos de acordo com o IBAMA (1987) e a
CETESB (1999). A presenca de herbicidas no ambiente aquatico nas formas direta e indireta para
o controle de infestagbes de macrdfitas aquaticas submersas (VELINI, 2005) tornou necesséria a
obtengdo de informagdes sobre a toxicidade aguda e os efeitos adversos que esses produtos
provocam nos peixes.

Este trabalho foi conduzido com os objetivos de estimar a concentragéo letal (CL (I) (so_geh))
do diquate para o piaugu (Leporinus macrocephalus) e avaliar os efeitos histopatolégicos na branquia
e no figado dos peixes expostos a concentragcbes subagudas.

108 Pesticidas: r. ecotoxicol. e meio ambiente, Curitiba, v. 17, jan./dez. 2007



2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Impacto Ambiental do Nucleo de
Estudos e Pesquisas Ambientais em Matologia (Nepeam) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Jaboticabal (21° 18’ S e
48° 18 W).

Usou-se formulagdo Reward® com 447 g/L do sal dibrometo de diquate e 240 g/L do cation
diquate, inserida na classe toxicolégica l.

Os peixes utilizados nos testes pesavam 7,74 + 1,17 g e foram aclimatados em sala de
bioensaio com temperatura controlada de 27 + 2°C e fotoperiodo de 12h por 10 dias. A aclimatacao
ocorreu em caixa de amianto de 250 L com sistema de aeragao continuo, promovido por bombas
de ar. Nesse periodo, os peixes receberam racdo comercial ad libitum uma vez ao dia.

Usou-se sistema de condugao dos testes estatico, sem substituicdo ou sifonagem de
agua e sem alimentagao durante o periodo de 96 horas de exposigao dos peixes ao herbicida.
Efetuou-se avaliagédo diaria da mortalidade com a retirada dos peixes mortos das unidades
experimentais.

As caracteristicas da agua foram mantidas em pH 7,45 + 0,5, concentragdo de oxigénio
dissolvido 7,74 + 0,4 mg/L, condutividade elétrica 179,0 + 5,0 us/cm e dureza 58 + 1,8 mg de
CaCO,/L (IBAMA, 1987).

Para o controle de sensibilidade dos animais foram realizados testes de toxicidade aguda
com 96 horas de duragéo, utilizando-se como substancia referéncia o dicromato de potassio (K,Cr,O,)
com teor de pureza de 99,9% (IBAMA,1987).

Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado em todos os testes com
trés repeticbes e trés animais por repeticdo de acordo com as recomendacdes de RAND e
PETROCELLI (1985).

2.1 TESTE DE TOXICIDADE AGUDA (CL (1) 4461
PIAUCU (Leporinus macrocephalus)

PARA O

2.1.1 Testes preliminares de toxicidade aguda do diquate

Os testes preliminares foram realizados com seis concentragdes de diquate e o tratamento
controle. Nesses testes determinou-se o intervalo de concentragcédo de diquate que causou zero e
100% de mortalidade a ser usado nos testes definitivos (IBAMA, 1987; APHA, 1991).

2.1.2 Testes definitivos de toxicidade aguda do diquate

Para os testes definitivos avaliaram-se as concentragdes de 0; 12; 18; 24; 30; 36; 42; 48;
54; e 60 mg de diquate/L. Os valores de CL (1) ;, ,, foram calculados pelo método Trimmed Spearman-
Karber (HAMILTON, RUSSO e THURSTON, 1977).

2.1.3 Andlise histopatologica da branquia e do figado do piaucu

Utilizaram-se cinco animais (n = 5) de cada tratamento para a analise histopatolégica da
branquia e do figado do piaugu. Os 6rgaos foram retirados e fixados em solugéo de Bouin por 24
horas. Apds a fixagéo, os fragmentos foram desidratados em etanol, diafanizados em xilol e incluidos
em parafina plastica (Histosec® Merck). Realizou-se corte histolégico em micrétomo automatico
(Leica— RM-2155), obtendo secgdes de 3 a 5 um de espessura que foram coradas com hematoxilina-
eosina e submetidas a reagdo de PAS (Acido Periddico de Schill) (BEHMER, TOLOSA e FERITAS-
NETO, 1976).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 TOXICIDADE AGUDA E MORTALIDADE

Obteve-se concentragéo letal (CL (1) (50-96h)) para o piaucu (L. macrocephalus) de 34,76 mg
de diquate/L, com limites inferior de 31,96 mg/L e superior de 37,81 mg/L, ajustados pela equagao
lineary = 2,2778x — 32 com R? = 0,83 (Figura 1).

O diquate mostrou-se menos toxico que fluridona com CL (I) ., .., €ntre 4,2 a 22 mg/L para
cinco espécies diferentes de peixes (HAMELINK et al., 1986) e que o sulfato de cobre para Morone
saxatilis com CL (I) ., ., de 3,57 mg/L (REARDON e HARRELL, 1990). Também foi menos toxico
que o paraquate para Oreochromis niloticus com CL (1) ., ... de 11,84 mg/L (BABATUNDE, OLADIMEJI
e BALOGUN, 2001) e que clomazona para o Ramdia quelen com CL (1) de 7,32 mg/L (MIRON
et al., 2005).

A toxicidade do diquate foi maior para L. macrocephalus do que para Gambusia affinis com
CL (1) 5.6, d& 289 mg/L (LEUNG, NAQVI e LEBLANC, 1983) e para Carassius auratus com CL (1) ., ... de
85 mg/L (BERRY, 1984).

Comparado com outros herbicidas, o diquate foi mais tdxico que o glifosato para Cyprinus
carpio com CL 50 (1) 5.4, de 620 mg/L (NESKOVIC et al. 1996), que o 2,4-D para Tinca tinca com
CL (1) 506, de 800 mg/L (GOMEZ et al., 1998) e o quincloraque para R. quelen com CL (1) de
395 mg/L (MIRON et al., 2005).

No Brasil, o diquate esta sendo testado na concentragao de 0,4 mg/L para o controle de
macrofitas aquaticas submersas (RET, 793/2005). Segundo BLACKBURN e WELDON (1970) e
GANGSTAD (1978), o diquate controlou Hydrilla verticillata nas concentragbes entre 1 a 10 mg/L.
TERRA et al. (2003) observaram controle de 97,7% da macrdfita Polygonum lapathifolium seis dias
apos a aplicagao do diquate. MARTINS, VELINI e NEGRISOLI (2005) obtiveram 100% de controle
de Egeria densa e Egeria najas 31 dias apos a aplicacao de diquate nas concentracdes de 0,5, 1,0
e 1,5 mg/L.

A CL (1) 4,4, do diquate estimada para o L. macrocephalus permite classifica-lo como
substancia pouco téxica para essa espécie (ZUCKER, 1985), apresentando excelente faixa de
seguranga entre as concentragdes utilizadas para o controle de macroéfitas (0,4 mg/L) e a
concentragao que provoca 50% de mortalidade do piaugu.

50-96h

50-96h

FIGURA 1 - REPRESENTACAO DA RELACAO CONCENTRACAO-RESPOSTA R2DO
DIQUATE (mg/L) PARA O PIAUCU (Leporinus macrocephalus)
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Nao ocorreu mortalidade dos peixes nos tratamentos controle e com 12 mg/L, verificando-
se 100% de mortalidade dos peixes no tratamento com 60 mg/L (Tabela 1).

Com 24 horas de exposigao, as maiores porcentagens de mortalidade dos peixes ocorreram
nos tratamentos com 42, 48, 54 e 60 mg/L (Tabela 1). Tal fato também foi observado em machos e
fémeas de Cnesterodon decemmaculatus expostos ao paraquate (MARZIO et al., 1998) e em larvas
de Sparus aurata L. expostas a mistura de terbutrina-triassulfuron (ARUFE et al., 2004).

Com 48 horas de exposi¢ao alguns peixes permaneceram no fundo do aquario com intenso
batimento opercular e natagdo nao-coordenada. Apds esse periodo, os peixes sofreram sinais de
intoxicagdo com tremores e natagéo erratica. O mesmo comportamento foi observado por GOMEZ
et al. (1998) em Tinca tinca exposto ao 2,4-D e por FERNANDEZ-VEGA et al. (2002) em Anguila
anguila exposto ao tiobencarbe. Esses autores também constataram hemorragias na base da
nadadeira anal, 0 que ndo ocorreu com 0s peixes expostos ao diquate.

TABELA 1 - PORCENTAGEM DE MORTALIDADE DE L. macrocephalus DURANTE A

DETERMINAGCAO DA CONCENTRAGAO LETAL (CL (1) .o, DO DIQUATE
Concentracao Mortalidade (%)

(mg/L) 24h 48h 72h 96h (%) Final
0 0 0 0 0 0
12 0 0 0 0 0
18 0 0 11,11 0 11,11
24 0 0 11,11 0 11,11
30 0 0 11,11 0 11,11
36 0 0 44 .44 44 .44 88,88
42 22,22 0 44,44 22,22 88,88
48 22,22 11,11 22,22 33,33 88,88
54 44 44 0 33,33 11,11 88,88
60 66,66 22,23 11,11 0 100,00

3.2 HISTOPATOLOGIA DA BRANQUIA E DO FiIGADO

As branquias dos peixes dos tratamentos controle, 12 e 18 mg/L estavam constituidas por
quatro arcos branquiais, dispostos em cada lado da faringe, formando as fendas branquiais. Os
arcos branquiais sustentavam duas fileiras de lamelas primarias. As lamelas secundarias, dispostas
acima e abaixo das primarias, estavam revestidas por epitélio estratificado que em intervalos
regulares se elevava, formando as lamelas secundarias (Figura 2A). As lamelas secundarias séo
constituidas por duas camadas de células epiteliais pavimentosas, células pilares, células-cloreto
e as células mucosas conforme descrito por SEVERI, RANTIN e FERNANDES (2000) para o P.
mesopotamicus.

Nos tratamentos com 24, 30, 36, 42, e 48 mg/L ocorreu hiperplasia das células de revestimento,
mucosas e das células cloreto no espaco interlamelar (Figura 2B). Além desses efeitos, verificou-
se edema subepitelial nas lamelas secundarias (Figura 2C) nos tratamentos com 36, 42 e 48 mg/L.
Essas alteragdes também foram observadas em Cyprinus carpio exposto a 5,0 e 10 mg de
glifosato/L (NESKOVIC et al., 1996) e em Oreochromis niloticus exposto a 11,22 mg de
paraquate/L (BABATUNDE, OLADIMEJI e BALOGUN, 2001). Segundo MALLATT (1985), o aumento
das células mucosas provoca hipersecregédo de muco que pode levar a prote¢ao da estrutura tecidual
em situagdes ambientais adversas e exposicado a possiveis intoxicantes.
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Apo6s 96 horas de exposicao verificou-se edema subepitelial e fusao apical das lamelas
secundarias (Figura 2D) no tratamento com 54 mg/L. A fusdo lamelar também foi observada em
Lepomis macrochirus, apés 72 horas de exposicao a malationa (RICHMONDS e DUTTA, 1989).
A fusdo decorre do aumento da adesédo entre as células epiteliais e o sistema de sustentacdo
das células pilares, associado ao colapso da integridade da estrutura da lamela secundéria
(SKIDMORE e TOVELL, 1972). A fusdo lamelar também foi descrita em salméo do atlantico
(Salmo salar) e truta (Oncorhynchus mykiss), tratados com formalina (SPEARE et al., 1997).
Segundo CENGIZ e UNLU (2002) a fuséo lamelar pode constituir mecanismo de protecao do
peixe, pois diminui a area de exposicdo das lamelas secundarias ao agente intoxicante. Assim,
0 piaucu pode ter desenvolvido esse mecanismo para sua protecado e integridade das lamelas
secundarias e primarias.

FIGURA 2 - FOTOMICROGRAFIA DA BRANQUIA DE L. macrocephalus
EXPOSTOS AO HERBICIDA DIQUATE

Em a: lamela primaria (Ip), lamelas secundarias (Is) do tratamento controle, he, 200x. Em b: ocorréncia de hiperplasia das
células de revestimento das lamelas secundarias (seta) na concentragdo com 24 mg/L, he, 400x. Em c: presenca de edema
subepitelial (e) na concentragdo de 42 mg/L, he, 200x. Em d: ocorréncia de fusédo apical (f) das lamelas secundérias na
concentragao de 54 mg/L, he, 200x.

Com relagdo ao figado, os peixes do tratamento controle apresentaram hepatécitos com
forma arredondada, citoplasma rdseo (alta acidofilia), ntcleo central com um ou dois nucléolos e
organizacao cordonal das células. No citoplasma dos hepatécitos foram observados granulos de
glicogénio (PAS-positivo) e em algumas regides do figado o hepatopancreas envolveu as veias
centrais e os canaliculos biliares revestidos por epitélio pavimentoso simples. Os sinusdides
apresentaram muito sangue no seu interior (Figura 3A).
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Apo6s 96 horas de exposicao, os animais tratados com 12 e 18 mg/L apresentaram estrutura
do figado semelhante ao do tratamento controle. Porém os hepat6citos com citoplasma claro em
algumas regifes caracterizaram diminuicdo da acidofilia. Em certas regides, a presenca desses
granulos no interior da célula provocou o deslocamento do nucleo dos hepatdcitos para a periferia
da célula. Na concentracao de 18 mg/L, em algumas regides, ocorreu também congestéo no interior
dos capilares sinusoides.

Nos tratamentos com 24, 30, 36, 42, 48 e 54 mg/L, as caracteristicas do figado dos animais
mostraram-se semelhantes aos dos tratados com 12 mg/L, porém com congestéo mais evidente em
vérias regifes do orgao (Figura 3B).

A maioria dos hepatdcitos nos tratamentos com 48 e 54 mg/L apresentava granulos de
glicogénio no seu interior (Figura 3C), inicio de necrose do hepatopancreas, congestado no interior
dos sinusoides e inicio de fusao celular (Figura 3D). Nesses tratamentos ocorreu o deslocamento
dos granulos de glicogénio de regides proximas das veias centrais para o interior do hepatopancreas
com desarranjo da organizacdo cordonal dos hepatdcitos. As alteragbes no figado do L.
macrocephalus nesses tratamentos foram semelhantes as descritas por DUTTA et al. (1993) em
Heteropneustes fosilis exposto a malationa e por FANTA et al. (2003) para Corydoras paleatus
exposto a parationa metilica Segundo esses autores, os inseticidas organofosforados provocam
mudanca na granulacao citoplasmatica dos hepatocitos, reduzindo a eficiéncia do figado e
prejudicando o funcionamento de outros érgéaos do peixe podendo causar a morte do animal.

As alteragdes que ocorreram no figado do piaucu podem indicar a degeneracdo inicial dos
processos intracelulares dos hepatdcitos, pois o figado exerce importantes funcdes no processo
de desintoxicagdo do animal (DUTTA et al., 1993; HASCHEY e ROUSSEAUX, 1996).

FIGURA 3 - FOTOMICROGRAFIA DO FIGADO DE L. macrocephalus
EXPOSTOS AO HERBICIDA DIQUATE

Em a: organizagdo Cordonal dos hepatdcitos (trago), granulos de glicogénio (g) e veia central (v) do tratamento controle,
reacdo de pas, 400x. Em b: ocorréncia de congestédo (c) no interior nos capilares sinusoides (s) na concentracdo com

36 mg/L, he, 200x. Em c: presenca de granulos de glicogénio (g) com 48 mg/L, reagéo de pas, 200x. Em d: inicio de necrose
dos hepatopancreas (n) e fusdo dos hepatdécitos (f) na concentragdo com 54 mg/L, he, 200x.
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4 CONCLUSAO

O diquate mostrou-se pouco toxico para o L. macrocephalus, sendo possivel considera-lo
como produto adequado para ser utilizado no controle de macrdfitas aquaticas. As alteragdes
histopatoldgicas que ocorreram na branquia e no figado dos peixes expostos sao reversiveis,
indicando que o diquate ndo apresentou efeitos severos nas concentragdes subletais durante os
testes de toxicidade aguda.

ABSTRACT

DIQUAT ACUTE TOXICITY AND HISTOPATHOLOGICAL EFFECTS ON Leporinus Macrocephalus’s
GILLS AND LIVER

The lethal concentration LC (1) (,, ..) and the histopathological effects of the herbicide diquat to the Brazilian
fish piaugu (Leporinus macrocephalus) were evaluated in three experiments in laboratorial conditions. The
fishes were submitted to concentrations of 0; 12; 18; 24; 30; 36; 42; 48; 54; and 60 mg of diquat/L and the gills
and livers histopathology was performed on the surviving fishes. The lethal concentration LC (I) (,, . ) was of
34.76 mg/L. In the control treatment, 12 and 18 mg/L, the fishes” gills were covered by a stratified epithelium,
which in regular breaks formed the secondary lamellae constituted by two layers of epithelial squamosous
cells, pillars cells, chloride cell, and the mucous cell. In the treatments with 24, 30, 36, 42 and 48 mg/L,
occurred a hyperplasia of the mucous membranes coating cells, and the chloride cells in the interlamelar
space. In the treatment with 54 mg/L a subepithelial edema and apical fusion of the secundary lamellae were
verified. The liver of the L. macrocephalus in the control treatment and 12mg/L presented cord-like arrangement
of the hepatocytes. In the treatments with 18, 24, 30, 36, 42, 48 e 54 mg/L a congestion inside the sinusoid
capillary occurred. In the treatments with 48 e 54 mg/L the presence of glycogen granules inside the cell was
observed,the beginning of a necrosis of the hepatopancreas, congestion and cellular fusion. The diquate has
revealed itself to be weakly toxic for L. macrocephalus and the histopathological alterations that occurred in
the gills and liver of the fishes are reversible.

KEY-WORDS: HERBICIDE; DIQUATE; TOXICITY; HISTOPATHOLOGY; Leporinus macrocephalus.
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