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RESUMO

A concentracao letal (CL(1)50;96h) e os efeitos histopatologicos do Reward® para o pacu (Piaractus mesopotamicus) foram
avaliados em trés experimentos. Os peixes foram submetidos as concentragdes de 0; 0,27; 0,31; 0,35; 0,39; 0,43; € 0,48
mL de Reward® L e a histologia da branquia e do figado foi avaliada nos peixes sobreviventes. A CL(1)50;96h do Re-
ward® estimada foi de 0,34 mL L. Nos tratamentos controle e 0,27 mL L ndo ocorreram alteracGes histopatologicas
nas branquias e nos figados dos peixes expostos. Nas branquias, os tratamentos com 0,31 e 0,35 mL L causaram edema
subepitelial nas células de revestimento das lamelas secundarias. Nos tratamentos com 0,39 mL L e 0,43 mL L™ ocorreram
hiperplasia das células de revestimento e fusdo apical das lamelas secundarias. No figado os tratamentos com 0,31, 0,35
e 0,39 mL L causaram desarranjo, hipertrofia e presenca de vactolos nos hepatocitos, respectivamente. No tratamento
com 0,43 mL L-tocorreu necrose dos hepatdcitos. O herbicida Reward® foi pouco tdxico para o pacu e as alteragdes histopa-
tolégicas mais severas, como a fusdo apical das lamelas secundarias nas branquias e a necrose dos hepat6citos, ocorreram
apenas nas maiores concentracdes avaliadas.
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ABSTRACT

Acute toxicity and histopathological of Reward®herbicide on gill
and liver of pacu (Piaractus mesopotamicus)

The lethal concentration 50% (LC(1)50;96h) and the hystopathological effects of the herbicide Reward® on the pacu fish
(Piaractus mesopotamicus) were evaluated under three laboratory assays. The fishes were submitted to 0; 0.27; 0.31; 0.39;
0.43; and 0.48 ml of Reward® L and gills and livers histologies were evaluated on the surviving fishes.The Reward®
CL(1)50;96h estimated was of 0.34 mL L. In the treatments control and in the 0.27 mL L no histopathological alterations
in the gills and livers of the exposed fishes were found. On the gills, the 0.31 and 0.35 mL L, treatment caused subepitelial
edema in the secondary lamellas coating cells. In the 0.39 mL L and 0.43 mL L-treatments hyperplasia of the coating cells
and apical fusion of the secundary lamellae were observed. On the liver, the 0.31, 0.35 and 0.39 mL L treatment caused
diarreha, hypertrophia and presence of glycogen granules inside the hepatocytes, respectively. In the 0.43 mL L treatment
hepatocytes necrosis was registered. The Reward® herbicide was not very toxic on the pacu and the most severe
histopathological alterations like fusion of secondary lamellas on gills and necrosis of hepatocytes were noticed only on
higher evaluated concentrations.
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INTRODUCAO

O Reward® (1-1’-etileno-2-2’-dibrometo de bipiridilio) é um
herbicida utilizado nos EUA para o controle de macrofitas
aquéticas (Syngenta, 2002). No Brasil, 0 Reward® foi utilizado
para o controle das seguintes macrofitas: Salvinia molesta,
Eichhornia crassipes e Pistia stratiotes (Martins et al., 2002);
Polygonum lapathifolium (Terra et al., 2003); Eichhornia
crassipes e Pistia stratiotes (Pitelli et al., 2004); e Egeria densa
e Egeria najas (Martins et al., 2005). Porém, apesar da eficacia
comprovada, no Brasil o Reward® ainda ndo possui registro para
uso em corpos hidricos, sendo necessarios estudos ecotoxicol6-
gicos e histopatoldgicos para avaliar os efeitos toxicos e as
possiveis alteragdes na morfofisiologia dos peixes (Mallatt, 1985).

Assim, para o Reward®, como para qualquer substancia
quimica a ser utilizada no ambiente, a avaliagao ecotoxicoldgica
¢ fundamental para a regulamentagdo do seu uso e para a
classificacdo quanto ao potencial de risco ambiental. A
identificacdo do perigo e a avaliacdo da relacdo dose-resposta
s8o etapas iniciais no processo de avaliacdo da toxicidade ou
risco ambiental (USEPA, 2002).

Neste contexto, em razdo do interesse de registro do
herbicida Reward® para o controle de macrofitas aquaticas e
diante da importancia dos estudos de toxicidade aguda na
avaliacdo do risco ambiental, o presente trabalho foi conduzido
com o objetivo de estimar o valor da concentragéo letal 50%
(CL(1)50;96h) resultante da exposicdo do pacu (Piaractus
mesopotamicus) ao herbicida Reward®. Os efeitos histopato-
l6gicos na branquia e no figado foram também avaliados. O pacu
€ uma espécie neotropical de importancia ecolégica e econdmica
nos corpos hidricos brasileiros e membro da familia Characidae,
recomendada para testes de toxicidade (IBAMA, 1987).

MATERIALE METODOS

Condigdes ambientais, testes preliminares e definitivos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratdrio 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.

Os peixes utilizados com peso médio de 6,9+ 1,0 g, na
densidade de 1,74 g de peixes L, foram aclimatados por 10
dias na sala de bioensaios com temperatura mantida em 27 £
2°C e fotoperiodo de 12 h L/12 h E. A aclimatacao foi realizada
em um recipiente com capacidade para 250 L, com sistema
de aeracdo continuo, promovido por bombas de ar e circulagdo
continua de agua. Neste periodo os peixes foram alimentados
uma vez por dia com racdo comercial, ad libitum.

Os testes preliminares de toxicidade aguda foram realizados
para determinar o intervalo de concentracdo do Reward® entre
os valores que causaram zero e 100% de mortalidade dos peixes
(CETESB, 1999). Em todos 0s experimentos os tratamentos foram
dispostos em delineamento experimental inteiramente casualizado
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(DIC), com trés replicas e trés animais em cada réplica, na densidade
de 3,45 g de peixes L.

O periodo de exposicao dos peixes foi de 96 horas e 0
sistema de conducao dos testes foi o estatico, sem substituicao
ou sifonagem de 4gua nem alimentacdo dos animais durante
0 periodo de exposicdo dos peixes ao herbicida. A avaliacdo
da mortalidade foi diéria, com a retirada dos peixes mortos
das unidades experimentais.

As variaveis de qualidade da agua foram mantidas em pH
7,34 £ 0,4; oxigénio dissolvido em 7,68 + 0,5 mg L*; condutividade
elétrica 180,0 + 5,0 uS cm™ e dureza em 58 + 2,0 mg de CaCO,
L™, de acordo com as recomendagdes do IBAMA (1987).

Para o controle de sensibilidade dos organismos-teste foram
realizados testes periddicos de toxicidade aguda com a substancia
referéncia dicromato de potassio (K,Cr,0,), com teor de pureza
de 99%, de acordo com a recomendacdo do IBAMA (1987). A
utilizacdo de peixes com peso de 6,9 + 1,0 g ndo apresentou
diferenca de sensibilidade ao dicromato de potassio, sendo que
0 valor médio da CL(1)50-96h desta substancia estimada para
o pacu foi de 167,58 + 19,67 mg L-t. O valor médio de
sensibilidade para o pacu neste estudo foi similar ao obtido para
0 pacu (P. mesosipotamicus) 1 + 0,5 g (Cruz et al., 2004).

Para a determinacdo da CL(1)50;96h do Reward® foram
realizados trés experimentos (n = 3) utilizando-se sete
concentracgdes: de 0; 0,27; 0,31; 0,35; 0,39; 0,43; € 0,48 mL
Reward L™ (que correspondem a um equivalente teérico de
0; 65; 75; 85; 95; 105; e 115 mg Diquat L1, respectivamente).
Os valores da CL(1)50;96h foram calculados pelo método
Trimmed Spearman-Karber (Hamilton et al., 1977).

Anélise histopatoldgica da branquia e do figado

Para a andlise histopatoldgica das branquias e dos figados
dos peixes expostos ao herbicida foram utilizados trés animais
sobreviventes de cada tratamento. Os érgaos foram retirados
e fixados por 24 h em solucédo de formaldeido tamponado (0,1
M; pH 7.3). Apos a fixacdo, os fragmentos dos 6rgdos foram
desidratados em etanol, diafanizados em xilol e incluidos em
parafina plastica (Histosec® Merck). A seguir, foram realizados
cortes histolégicos em micr6tomo automatico (Leica — RM-
2155), obtendo-se sec¢des de 3 a 5 um de espessura, que foram
coradas com hematoxilina-eosina e submetidas ao PAS (Behmer
et al., 1976).

RESULTADOS

Toxicidade aguda (CL (I) (50-96h) do Reward®

A concentracdo letal 50% (CL(1)50;96h) média do
herbicida Reward® estimada para o pacu nos trés experimentos
foi de 0,34 + 0,003 mL L (equivalente a 82,72 + 0,66 mg tedrica
de Diquat L™), com o intervalo de confianga com limite inferior
de 0,32 £ 0,002 mL L e superior de 0,37 £ 0,003 mL L. A
equacdo linear que representa a relacdo concentragdo-resposta
e coeficiente de determinagdo da analise de regressao (R?) do
Reward® estimada para o pacu esta apresentada na Figura 1.
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Figura 1 — Representagéo da relagdo concentragdo-resposta, CL (1)50;96h e R? do herbicida Reward® para o pacu nos trés experimentos (Exp.).

Nos tratamentos controle e 0,27 mL L ndo ocorreram
mortalidade dos peixes apds 96 horas de exposicdo ao Reward®.
No tratamento com 0,31 mL L ocorreu 33,33% de mortalidade;
com 0,35 mL L, 66,66%; com 0,39 e 0,43 mL L7, 77,77%;
e com 0,48 mL L ocorreu 100% de mortalidade dos peixes.

Nas primeiras 24 horas de exposicdo dos peixes ao
Reward® foi observada mortalidade parcial apenas nas concen-
tracdes de 0,43 e 0,48 mL L. Com 48 horas de exposicdo
0s peixes permaneceram no fundo do aquério, com aumento
do batimento opercular e natacdo ndo coordenada. Apos 48
horas, 0s peixes apresentaram sinais de intoxicacdo, com
tremores e natacao erratica. Com 72 e 96 horas de exposicéo,
verificou-se aumento na porcentagem de mortalidade em todas
as concentracdes avaliadas.

Histopatologia das branquias e dos figados

As branquias dos tratamentos controle e 0,27 mL L™
apresentaram lamelas primarias que, em intervalos regulares,
formavam as lamelas secundérias. As lamelas secundarias séo
formadas por duas camadas de células epiteliais pavimentosas,
células pilares, células-cloreto e células mucosas (Figura 2a).
Nos tratamentos com 0,31 e 0,35 mL L ocorreram edema
subepitelial no epitélio de revestimento das lamelas secundarias
(Figura 2b), enquanto nos tratamentos 0,39 e 0,43 mL L a
exposicdo ao Reward® causou hiperplasia das células de
revestimento, desenvolvimento do epitélio interlamelar (Figura
2¢) e fusdo das lamelas secundarias (Figura 2d).

O figado, no tratamento controle e 0,27 mL L, apre-
sentou hepatocitos levemente arredondados, com citoplasma
claro (baixa acidofilia), com a presenca de granulos de gli-
cogénio (PAS-positivo) organizados em arranjo cordonal (Figura

3a). Nos tratamentos com 0,31 e 0,35 mL L ocorreram
desarranjos da organizacdo cordonal e hipertrofia dos hepa-
técitos (Figura 3b). No tratamento com 0,39 mL Lt ocorreu,
em algumas regides do figado, congestdo no interior dos
capilares sinusoides, desarranjo da organizacdo cordonal e
presenca de vacuolos no interior dos hepatécitos, indicando
consumo de glicogénio e fusao celular, enquanto no tratamento
com 0,43 mL L-! ocorreu necrose dos hepatdcitos (Figura 3c).

DISCUSSAO

A concentracdo letal 50% (CL50(1); 96h) média de 0,34 +
0,003 mL L do herbicida Reward® (equivalente a 82,72 + 0,66
mg tedrico de Diquat L) foi menos toxica para o pacu do
que o Diquat na formulacdo Reward® para 0s peixes
Stizostesdion viterum, Micropterus salmonides e
Micropterus dolomieu, com CL50(1)50;96h entre 0,74 e 4,9
mg L (Paul et al., 1994). Porém, o Reward® foi mais téxico
para o pacu do que o Diquat na formulacdo Reward® para
Gambusia affinis, com CL50(1); 96h de 289 mg L (Leung et
al., 1983), e do que para Carassius auratus, com CL50(l);
96h entre 76-95 mg L (Berry Jr., 1984).

Com relacdo a outros herbicidas, o Reward® foi menos
téxico para o pacu do que o Gramoxone para Oreochromis
niloticus, com 11,84 mg L (Babatunde et al., 2001), e do que
0 herbicida Clomazone para Rhamdia quelen, com CL50 (1); 96h
de 7,32 mg L* (Miron et al., 2005). Porém, o Reward® foi mais
toxico para o pacu do que o Glyphosate® para Cyprinus carpio,
com CL50(1); 96h de 620 mg L (Neskovic et al., 1996), e do que
0 herbicida Quinclorac para Rhamdia quelen, com CL50(l); 96h
de 395 mg L (Miron et al., 2005).
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Figura 2 — Fotomicrografia da branquia no tratamento com (a) 0; (b) 0,35; (c) 0,39; e (d) 0,43 mL de Reward® L. (a) 0,0 mL L — destacando
as lamelas primérias (LP) e lamelas secundarias (LS). HE, 200x; (b) 0,35 mL L™ — destacando o edema subepitelial (E) nas lamelas
secundérias (LS). HE, 200x; (c) 0,39 mL L* — destacando a hiperplasia das células de revestimento das lamelas secundarias (seta). HE, 200x;
(d) 0,43 mL L — destacando a fusédo apical (F) das lamelas secundéarias. HE, 200x.

Figura 3 — Fotomicrografia do figado no tratamento com 0,0; 0,31; e 0,43 mL de Reward® L. (a) 0,0 mL L™ — destacando a organizagéo
cordonal dos hepatécitos (traco), hepatocito (H); (b) 0,31 mL L — destacando o desarranjo da organizagdo cordonal (traco) e a hipertrofia
dos hepatocitos (H) e veia central (V). HE 200x; (c) 0,43 mL L — destacando a necrose (N) dos hepatdcitos. PAS, 200x.
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O Reward® apresentou baixo risco de intoxicagdo para
0 pacu, pois o valor da concentracdo letal 50% estimado é
maior que 100 vezes a concentracdo ambiental estimada (CAE)
para o controle de algumas espécies submersas de macrdéfitas
aquéticas (400 pg L™) (Syngenta, 2005). Porém, a utilizagéo
deste herbicida no ambiente aquéatico requer cuidados em
razdo da grande biodiversidade de organismos presente nesse
ambiente.

O efeito histopatolégico causado pelo Reward® na bran-
quia dos peixes submetidos aos tratamentos com 0,31 mL L
€0,35 mL L (75 e 85 mg tedrico de Diquat L) foi similar ao
observado em Cyprinus carpio expostos ao Glyphosate®
(Neskovic et al., 1996). A hiperplasia das células de reves-
timento, o desenvolvimento do epitélio interlamelar e a fusdo
das lamelas secundarias causadas nas concentrac@es de 0,39
e 0,43 mL L (95 e 105 mg tedrico de Diquat L) foram
similares ao observado em C. carpio expostas a Trifluralina
(Poleksic & Karan, 1999), indicando a reducdo da eficiéncia
da lamela branquial em realizar suas funces fisiol6gicas, pois
estas lesdes histopatoldgicas descritas podem causar danos
a integridade morfofuncional da branquia (Mallatt, 1985).

Para os tratamentos com 0,31 e 0,35 mL L (75 e 85 mg
tedrico de Diquat L), os efeitos causado pelo Reward® no
figado foram similares aos observados para outros herbicidas
pertencentes a outros grupamentos quimicos, como o Imazapyr,
o Terbutrin e ao Triasulfuron para larvas de Sparus aurata
(Arufe et al., 2004). Nos tratamentos com 0,39 e 0,43 mL L (95
e 105 mg tedrico de Diquat L), os efeitos causados pelo
Reward® foram similares aos observados em C. carpio expostos
ao Glyphosate® (Neskovic et al., 1996), e a necrose dos
hepatdcitos também foi observada em C. carpio exposta a
Trifluralina (Polekic & Karan, 1999).

Os efeitos histopatoldgicos causados pelo Reward® no
figado sdo reversiveis, exceto a ocorréncia de necrose, conforme
descrito por Montenegro & Franco (1998). Sendo assim,
podemos considerar que 0 Reward® apresentou baixa toxicidade
(Zucker, 1985) para o pacu, pois os efeitos histopatolégicos
agudos na branquia e no figado ocorreram em altas doses do
herbicida Reward®, que estdo acima da recomendacdo a ser
utilizada no controle de algumas espécies de macrofitas
aquaticas submersas.
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