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This research evaluated acute and chronic toxicity of a thiamethoxam insecticide for
Pacama (Lophisiolurus alexandri), assessing the LC50 and liver histopathological changes
in animals exposed for 96 hours and 15 days. Therefore, were used 120 fingerlings sub-
jected to five different concentrations (30, 60, 120, 240 and 480mg/L) for 15 days with
two sampling times, 96 hours and 15 days. There was no significant mortality during the
experimental period, however the animals showed changes as vacuolation, congestion and
necrosis. The LC50 was determined as greater than 100mg/L, considered practically non-
-toxic. Necrosis was the more significant change in exposed animals, with increasing occur-

rence in chronic toxicity test.

INDEX TERMS: Toxicity, thiamethoxam, insecticide, pacam3, Lophisiolurus alexandri, fish.

RESUMO.- Este estudo avaliou a toxicidade aguda e cronica
de um inseticida a base de tiametoxam para peixes da es-
pécie Pacama (Lophisiolurus alexandri), avaliando a CL50%,
além de alteracdes histopatolégicas hepaticas em animais
expostos por 96 horas e 15 dias ao inseticida. Para tanto fo-
ram utilizados 120 alevinos submetidos a cinco diferentes
concentragoes do inseticida (30, 60, 120, 240 e 480mg/L)
por 15 dias, com dois tempos amostrais, 96 horas e 15 dias.
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Nao houve mortalidade significativa durante todo o periodo
experimental, no entanto os animais apresentaram altera-
¢des como vacuolizagdo citoplasmatica, congestdo e necrose.
A CL50% foi determinada como superior a 100mg/L, con-
siderada praticamente ndo téxico. A necrose foi a alteragdo
melhor evidenciada nos animais expostos, com o aumento
da ocorréncia nos animais do teste de toxicidade cronica.

TERMOS DE INDEXAGAO: Toxicidade, tiametoxam, inseticida, pa-
cam3, Lophisiolurus alexandri, peixe.

INTRODUCAO

Na ultima década o mercado de agrotoxicos no Brasil ex-
pandiu rapidamente, levando o pais a alcangar a posigdo
de maior consumidor mundial de agrotdéxicos desde 2008
(Londres 2011, Rigotto et al. 2014). Considerando diferen-
tes regides do Brasil, as quais fazem uso significativo de
agrotoxicos, a regido do submédio Sdo Francisco, na regido
Nordeste do Brasil, tem se destacado como uma das princi-
pais areas de exploragdo e exportacdo da hortifruticultura
irrigada do pais, tendo mais de 51% da sua populacao eco-
nomicamente ativa empregada na agricultura. A produgao
de manga e uva irrigadas aparece como principais mono-
culturas naregido e sdo exploradas por grandes e pequenos
agricultores. Devido ao tipo de produg¢ao predominante, a
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principal classe de agrotdxicos utilizada na regido é a inse-
ticida (56%) e entre os agrotéxicos mais vendidos na regido
estd um inseticida a base de tiametoxam (Bedor 2007).

O tiametoxam é um inseticida neonicotindide de se-
gunda geracao, com potencial téxico para o meio ambiente
(classe ambiental III). O mecanismo de acdo do Tiameto-
xam ocorre por meio de ligacdo nos receptores nicotinicos
da acetilcolina (Maienfisch 2001). Essa nova geracao de in-
seticidas veio substituir os organofosforados e carbamatos,
os quais tém diminuido a sua eficiéncia e vem sendo menos
utilizados, em fun¢ao do aumento das restri¢cées de seu uso
(Tavares 2011). Segundo Silva et al. (2014) o tiametoxam é
um composto considerado moderadamente persistente no
solo, ndo sofre lixiviacdo para agua subterrdnea, e possui
baixo potencial de transporte em agua quando associado
a sedimento, porém um alto potencial quando dissolvido
em agua. Pouco se sabe a respeito da toxicidade de neoni-
cotinb6ide para os organismos de agua doce nio alvo e seu
potencial efeito nesse ecossistema (Ugurlu et al. 2015).

Tem sido indicado para uso em diversas culturas agrico-
las e tem sido prospectado para o uso terapéutico em aqui-
cultura (Carraschi et al. 2014). Alguns autores consideram
o Tiametoxam praticamente nao toxico para peixes (Maien-
fisch 2001), no entanto, ainda sdo poucos os estudos rea-
lizados sobre os efeitos do tiametoxam com esses animais.

O pacama (Lophiosilurus alexandri) é um peixe carni-
voro, de habito bentdnico, espécie ndo migradora e de de-
sova parcelada (Tenério et al. 2006). E uma das espécies
endémicas da Bacia do Rio Sao Francisco (Figueiredo et al.
2014) e com crescente interesse comercial nessa regido
(Campeche et al. 2011).

Alteracoes histolégicas em tecidos de peixes constituem
ferramentas sensiveis para detectar os efeitos toxicos dire-
tos de compostos quimicos em drgdos-alvo e, portanto, sdo
indicadores potentes da exposi¢do prévia a estressores am-
bientais (Schwaiger etal. 1997). Lins et al. (2012) ressalta que
orgaos de contato direto com o agente agressor, como as bran-
quias e os 6rgdos de metabolismo e excrecdo de xenobidticos
- como o figado e o rim, podem indicar altera¢ées de agdo to6-
xica aguda ou cronica desses agentes em tecidos animais.

Considerando os aspectos endémicos do pacama na re-
gido do Vale do Sado Francisco no Nordeste brasileiro, com
evidente caracteristica comercial para consumo humano,
além de escassez de informacgdo na literatura a respeito da
toxicidade de neonicotindide para a espécie em questao,
objetivou-se avaliar a toxicidade aguda e crénica de inseti-
cida a base de tiametoxam, por meio da concentracdo letal
50% (CL50) e de eventuais alteragdes histoldgicas em teci-
do hepatico de Pacamas.

MATERIAL E METODOS

0 experimento conduzido foi aprovado pelo Comité de Etica no
Uso de Animais da Escola de Medicina Veterindria e Zootecnia da
Universidade Federal da Bahia, sob o numero 36/2014.

Foram utilizados 120 alevinos de pacama (Lophisiolurus ale-
xandri) provenientes da fazenda da Companhia de Desenvolvi-
mento do Vale do Sdo Francisco (CODEVASF) em Petrolina, PE.
Os animais apresentavam peso médio de 5,0+0,35g, e estavam
clinicamente higidos. Os mesmos foram transportados de car-
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ro, acondicionados em sacos plasticos com agua e injetados de
oxigénio,da fazenda da Codevasf em Petrolina até o Laboratério
de Sanidade de Organismos Aquaticos (LASOA) da Escola de Me-
dicina Veterinaria da UFBA, onde foi realizado o experimento.

Ao chegarem, foram colocados em tanques de fibra de vidro
de 500L, com aeragao artificial, onde foram mantidos para acli-
matacgdo por 10 dias. Os animais foram alimentados com ragdo
formulada para peixes carnivoros com 44,8% de proteina bruta.

0 inseticida utilizado foi o Actara 250WG®, produto comercial
a base de Tiametoxam, comercializado pela Syngenta Protecdo de
Cultivos LTDA. Na sua composicdo estdo presentes 250g/kg de
3-(2-Cloro-tiazol-5-ilmetil)-5-metil-[1,3,5] oxadiazinan-4-ilide-
no-N-nitroamina e 750g/kg de ingredientes inertes.

Os parametros de qualidade da agua como oxigénio dissolvi-
do, pH e temperatura foram mensurados diariamente em todos
os tanques.

Para a realizacdo do experimento, os peixes foram distribui-
dos aleatoriamente em 24 caixas plasticas com 20L de agua de-
clorada, com aeracgdo artificial. O experimento foi realizado em
sistema estatico, sem renovagdo da agua. Foram utilizados cinco
peixes por caixa, perfazendo um total de 20 peixes por tratamen-
to. Foram utilizadas cinco diferentes concentrag¢des do inseticida
e um controle (T0), com quatro repeticdes por tratamento. As
concentragoes utilizadas foram 30(T1), 60(T2), 120(T3), 240(T4)
e 480(T5) mg/L do Actara 250WG®.

A primeira etapa do experimento teve a duragdo de 96horas,
com observacdo e quantificagdo de mortalidade a cada 24 horas,
no entanto ndo foi possivel determinar a CL50 por ndo ter ocor-
rido nenhuma mortalidade neste periodo. Ao final das 96 horas
foram selecionados, aleatoriamente, dois animais por caixa para
coleta de material para analise histoldgica e os outros trés peixes
foram mantidos na mesma solucdo até completarem 15 dias de
exposicdo. Ao final dos 15 dias, contabilizou-se apenas uma mor-
talidade na concentracdo de 480mg/L, ocorrida no quinto dia de
exposicdo, quando, entdo, foram selecionados novamente dois
peixes de cada caixa para coleta de material para analise micros-
copica. Na primeira etapa do experimento os animais ndo foram
alimentados, de acordo com as recomendagdes das normas de en-
saio de toxicidade aguda com peixes, da Associacdo Brasileira de
Normas Técnicas (ABNT 2011).

A eutanasia dos peixes foi feita por aprofundamento anestési-
co, com imersdo em benzocaina, de acordo com o Guia Brasileiro
de Boas Praticas para Eutanasia em Animais do Conselho Federal
de Medicina Veterinaria (CFMV 2012). Imediatamente apds a eu-
tanasia dos peixes foi feita a coleta do figado para andlise histold-
gica. Os fragmentos foram fixados em formol neutro e tamponado
a 10% e processados segundo a técnica rotineira de inclusdo em
parafina (Prophet et al. 1992). A coloragdo utilizada foi hemato-
xilina e eosina (HE). Alguns cortes foram submetidos a técnica
histoquimica do acido periédico de Schiff (PAS), para confirmar
a presenca de glicogénio. Utilizaram-se seis animais de cada con-
centracdo para analise histoldgica.

Seccgdes de 5 de espessura foram analisadas em microscépio
de luz branca e as alteragdes encontradas foram classificadas in-
dividualmente de acordo com o grau da lesdo no tecido. Foi utili-
zado um sistema de graduacdo semiquantitativa, que foi de um a
trés, sendo 1-minimo, 2-moderado, 3-severo, além do zero quan-
do a alteracdo ndo era vista no tecido. Os dados foram avaliados
por meio de dispersao de frequéncia absoluta, bem como registro
descritivo das lesdes observadas na histologia e histoquimica.

RESULTADOS

A qualidade da agua manteve-se dentro da normalida-
de para espécies de clima tropical durante todo o peri-
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odo experimental, em todas as caixas, com um pH médio
de 7,6+0,06; oxigénio dissolvido (OD) de 6,9 mg/L+0,20e
uma temperatura de 27,1°C+0,10. A determinagio exata da
CL50 96 horas niao foi realizada, uma vez que nao houve ne-
nhuma mortalidade no tempo e nas concentragoes utiliza-
das, porém com as informacgodes obtidas nesse experimento
pode-se considerar a CL50% superior a 100mg/L.

Nesse experimento as principais altera¢cdes encontradas
em figado foram vacuolizagdo citoplasmatica, congestao e
necrose. As graduacoes referentes a vacuolizacdo hepato-
celular, variaram do grau 0 ao 3 e as altera¢des aparece-
ram de forma geral como extensas areas cujas células de
aspecto baloniforme, continham vactiolos intracitoplasma-
ticos claros ou com presenca de material floculento (Fig.1).
Quanto ao grau de vacuolizagdo entre o grupo controle e os
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animais expostos, tanto no teste agudo quanto no cronico,
foi possivel registrar, no teste agudo, que 55,6% apresenta-
vam grau 2 de vacuolizagio, enquanto que no teste cronico,
80,6% apresentavam grau 3 de vacuolizagdo.

Na reacdo ao acido periédico de Schiff (PAS), indepen-
dente de ser animal exposto ou controle, foi observado uma
maior positividade nos animais que apresentaram grau de
vacuolizacdo entre 0 e 1, apresentando desde areas com
intensa coloragao avermelhada ocupando toda a célula até
pequenos granulos corados no citoplasma. Os animais com
vacuolizagdes grau 2 e 3 apresentaram desde pequenas
granulacdes de coloragdo avermelhada até a auséncia de
qualquer reagao ao PAS (Fig.1).

A presenca de congestao variou do grau 0 ao 3, carac-
terizando-se pela presenga de grande quantidade de he-
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Fig.1. Tecido hepatico com diferentes graduagdes de vacuolizacdo. (A) Vacuolizagdo grau 1 referente a animal do grupo controle 96
horas. HE, 0bj.40x. (B) Controle 96 horas, vacuolizacdo grau 1 demonstrando reacgdo positiva ao PAS (seta amarela). PAS, obj.40x.
(C) Peixe exposto ao T1 por 96 horas, apresentando vacuolizagdo grau 2. HE, obj.40x. (D) Peixe exposto ao T1, vacuolizagdo grau 2
demonstrando reagdo positiva ao PAS, obj.40x. (E) Peixe exposto ao T5 por 15 dias, apresentando vacuolizacdo grau 3. HE, obj.40x.
(F) Peixe exposto ao T5 por 15 dias, vacuolizagdo grau 3, demonstrando a fraca reagdo ao PAS (granulagdes). Seta amarela = drea de

reacdo positiva ao PAS. Asterisco (*) veia central.
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Fig.2. Tecido hepatico de pacama expostos ao tiametoxam por 15 dias. (A) Extensa area de necrose (seta preta) com presenca de hema-
cias (*), HE, obj.10x. (B) Area de necrose com presenca de niicleos picnéticos (seta amarela), HE, obj.40x.
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Fig.3. Distribuicdo da frequéncia absoluta de necrose hepatica em
pacamas expostos ao tiametoxam por 96 horas e 15 dias.

macias em vasos e capilares sinusoidais dilatados, porém
a distribuicdo dessa alteracdo dentre os grupos se apre-
sentou de forma homogénea. J4 em relacdo a presenca
de necrose, observou-se varia¢do entre o grau 0 e 2, com
distribuicao focal a multifocal, mostrando dissolugao teci-
dual com hemorragia e presenca de células com ntcleos
em picnose (Fig.2). No teste de toxicidade aguda, 40% dos
animais expostos apresentaram necrose, sendo que entre
esses 75% foram classificadas em grau 1 e 25% no grau 2 e
apenas 1 animal do grupo controle apresentou a mesma al-
teracdo. No teste de toxicidade cronica, a necrose apareceu
em 66,7% dos animais expostos ao inseticida, sendo 45%
classificadas no grau 1 e 55% no grau 2. Nesse periodo, ne-
nhum animal do grupo controle apresentou necrose.

Na figura 3 é possivel observar a distribuicdo da frequ-
éncia absoluta entre o nimero de animais com necrose no
grupo controle e expostos, assim como o aumento na ocor-
réncia dessa alteragdo com o maior tempo de exposicao.

DISCUSSAO

A temperatura, OD e pH da agua numa situacdo de conforto
para peixes tropicais deve estar entre 28-32°C, superior a
5mg/Le entre 6,5-8,0, respectivamente (Kubitza & Kubitza
2000, Brasil 2005), condigdes estas que foram compativeis
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com as condi¢des de conforto estabelecidas neste experi-
mento.

Em relagdo a toxicidade do agrotéxico de acordo com
sua CL50, Zucker (1985) afirma que um agrotoéxico é consi-
derado praticamente nao téxico quando a CL50> 100mg/L.
Nesse experimento nio foi obtida nenhuma mortalidade
em nenhuma das concentra¢des, nem mesmo na concen-
tracdo de 480mg/L, sendo considerado, portanto, que o
tiametoxam é praticamente nio téxico para pacamas, sem
anecessidade de repetir o experimento com concentragdes
mais elevadas. Fulton et al. (2014) afirmam que a toxicida-
de aguda de neonicotindides para peixes é baixa, enquanto
que Barbee & Stout (2009) reportaram, tanto para truta
arco-iris (Oncorhynchus mykiss) quanto para bluegillsun-
fish (Lepomis macrochirus), valores de CL50 superiores
a 100mg/L e 114 mg/L, respectivamente. Em tilapias do
Nilo (Oreochromis niloticus) foi encontrado, por Albinati et
al. (2014), CL50 de 322,08mg/L. No entanto, algumas es-
pécies apresentam uma maior sensibilidade como o Pacu
(Piaractus mesopotamicus), que apresentaram CL50 de
16,97mg/L e o Mato Grosso (Hyphessobrycon eques) com
49,78mg/L (Carraschi et al. 2015). Cabe ressaltar que ape-
nas um pequeno numero de espécies de peixes tem sido
avaliado quanto a sensibilidade a neonicotinéides (Ander-
son etal. 2015).

Embora no teste de toxicidade aguda o tiametoxam te-
nha se comportado como um inseticida praticamente ndo
toxico para o pacama ressalta-se que nem todos os pestici-
das provocam morte imediata dos peixes e doses subletais
podem causar mudangas comportamentais, perda de peso,
queda na resisténcia e reducido da resposta imunoldgica,
dentre outros problemas (Helfrich et al. 1996).

As alteragdes histopatolégicas encontradas nesse tra-
balho sdo concordantes com as relatadas por Viana et al.
(2013), quando estudaram peixes coletados de zonas de
risco de um estudrio amazonico, encontrando como prin-
cipais altera¢des degeneracdo gordurosa, congestao e ne-
crose focal. Em levantamento realizado por Santos-Filho
et al. (2014), a vacuolizagdo foi a alteragdo hepatica mais
frequente encontrada em peixes expostos a poluentes.

As vacuolizagdes hepaticas representam armazena-
mento de glicogénio e lipideos e podem ocorrer quando a
tomada de energia excede os requerimentos metabdlicos.
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O figado de peixes tende a estocar o excesso de energia em
forma de glicogénio e ou lipideo no citoplasma dos hepatd-
citos. Isso é comum em peixes de cultivos que sdo alimen-
tados com ragdes caléricas e ndo tem muitos gastos ener-
géticos. A predilecdo para acumular glicogénio ou lipideo é
espécie dependente e pode estar relacionada a dieta (Wolf
etal. 2015).

Peixes doentes, estressados ou malnutridos frequen-
temente exibem uma reducdo nos estoques hepaticos de
energia, diminuindo a vacuoliza¢do hepatocelular (Wolf et
al. 2015). Uma resposta morfolégica hepatica comum em
peixes expostos a agentes toxicos é a perda de glicogénio e
ou lipideo (Ferguson 1989). Essa perda pode ocorrer como
efeito direto da intoxicagdo, porém a exposicdo a agentes
toxicos pode também resultar em aciumulo de gordura ou
glicogénio hepatico, com a hipdtese de ser resultante do
decréscimo de quebra de glicogénio devido a toxicidade
hepatocelular (Wolf & Wolfe 2005). Stoyanova et al. (2012)
estudando carpas expostas por 96 horas a 6,6;10 e 20mg/L
de Actara 25WG demonstraram que a intensidade da colo-
racao de reacdo ao acido periddico de Schifft, em figados,
foi diretamente proporcional ao aumento da concentracdo
do inseticida, indicando um aumento na quantidade de gli-
cogénio hepatico. Em Pacus sadios expostos a 75mg/L de
tiametoxam em banhos terapéuticos por sete dias nao foi
identificada nenhuma alteracdo histopatoldgica em bran-
quias, figado, rins e pele, no entanto, houve uma polari-
zacdo do glicogénio hepdtico, indicando que esta reserva
energética estava sendo utilizada (Carraschi 2014).

Vale ressaltar que nesse experimento, nas primeiras 96
horas, os animais ndo foram alimentados e apés esse pe-
riodo foi feita a oferta diaria de alimento. Esse fato pode
refletir em uma maior vacuolizagdo nos animais avaliados
ap6s 15 dias, independente de estarem ou ndo expostos ao
inseticida, uma vez que ndo houve diferenca entre o grau de
vacuolizag¢do entre o grupo controle e o exposto.

No presente trabalho a maioria dos figados apresen-
taram um grau elevado de vacuolizagdo, independente de
pertencerem a grupos expostos ou ndo ao inseticida, o que
demonstra que os animais ndo se encontravam em con-
dicdo de estresse suficiente para interferir nas demandas
metabdlicas com reflexos no estoque hepatico. A reagdo ao
PAS foi fracamente positiva nos animais que apresentavam
um maior grau de vacuolizagdo, o que pode estar relaciona-
do a uma maior presenca de lipideos em relagdo ao glicogé-
nio. Outra possibilidade para a quantidade de vactiolos pre-
sentes nos animais pode estar relacionada a alimentagio
oferecida, uma vez que ainda ndo existe um protocolo com
dados técnicos para o cultivo de pacam3, gerando hipdtese
de que a dieta ofertada pode estar com elevada taxa caldri-
ca, o que deve ser posteriormente avaliado.

Em relacgdo as congestdes hepaticas encontradas, ndo foi
observada diferenca entre os grupos expostos e o controle,
sendo essa alteragdo ndo considerada como indicativa de
toxicidade do tiametoxam. Segundo Wolf et al. (2015) a
avaliacdo de congestdo e dilatacdo de sinus6ides pode estar
relacionada a forma como o peixe foi eutanasiado. Quanto
a necrose hepatica, esta foi uma alteracdo encontrada por
outros autores em experimentos com exposicdo de peixes

a agrotoxicos, como em tilapias do Nilo alimentadas com
1.45g/L de deltametrina (Kan et al. 2012), Heterobranchus
bidorsalis expostos a cipermetrina (Olufayo & Alade 2012)
e Poecilia reticulata expostos a 250pug/L de rotenona (Melo
etal. 2015). Segundo Wolf & Wolfe (2005), a necrose é uma
resposta claramente patologica do figado de peixes relacio-
nada as toxinas. Necrose focal pode estar isolada entre o
tecido hepatico normal ou infiltrado por células inflamaté-
rias e é uma alteracdo que pode estar associada a varias
condigdes toxicas, incluindo pesticidas (Roberts 2012).0
figado geralmente demonstra os efeitos toxicos apds expo-
sicdo prolongada (Melo et al. 2015), o que foi observado
nesse experimento, com o aumento da ocorréncia de ne-
Crose nos animais expostos cronicamente ao tiametoxam.

CONCLUSAO

O inseticida a base de tiametoxam avaliado nesse expe-
rimento, foi considerado como praticamente ndo toéxico
quanto a CL50, no entanto necrose hepatica foi observada
nos peixes expostos com o aumento dessa ocorréncia nos
peixes do teste de toxicidade cronica.
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