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RESUMO 

 

GOULART, Amara Manarino Andrade, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, julho 
de 2019. Aspectos toxicológicos do inseticida Dimilin®: Efeitos no 
comportamento, na hematologia e na morfologia testicular do lambari Astyanax 
bimaculatus. Orientador: Laércio dos Anjos Benjamin. Coorientadora: Andréa 
Pacheco Batista Borges. 
 

Para investigar impactos dos agrotóxicos em organismos vivos, são utilizados testes 

padronizados de toxicidade que ajudam prevenir ocorrências de alterações de alta 

relevância ecológica nessas populações. Com isso, objetivou-se determinar a CL50, 

analisar as alterações hematológicas e morfológicas, e observar aspectos 

comportamentais do lambari Astyanax bimaculatus provocadas pela exposição ao 

Dimilin®, além de avaliar a possível capacidade de recuperação após a transferência 

dos peixes para aquários com água limpa. Para a CL50-48h, os peixes foram divididos 

em grupo controle, sem tóxico, e grupos com concentrações de 5, 15, 45, 135 e 405 

mg/L do tóxico com três repetições por concentração, contendo cinco peixes cada. O 

teste de toxicidade de 96h, utilizou grupo controle e três grupos com concentrações 

de 3, 6 e 12 mg/L de Dimilin®. Após exposição aguda, foi avaliada a capacidade de 

recuperação a partir da transferência dos peixes para aquários com água sem 

contaminante. Testículos e sangue de seis animais de cada grupo foram coletados 

96h após exposição ao tóxico e sete dias após a transferência de ambientes e 

processados para estudos histológicos e hematológicos de rotina. A CL50-48h foi de 

97,1mg/L, com intervalo de confiança de 63,8 a 147,6 mg/L (P<0,05) (±22,4ºC). O 

parâmetro nado lento foi o evento de comportamento mais observado para todos os 

grupos. Entre os comportamentos relacionados ao estresse, pulando, nado errático, 

deitado no fundo e nado na superfície só foram observados nos grupos expostos ao 

Dimilin®. As alterações observadas nas taxas de hematócrito mostram condição 

anêmica dos peixes. Observou-se diminuição de neutrófilos e eosinófilos e aumento 

de linfócitos e monócitos nos grupos expostos quando comparados ao grupo controle. 

A avaliação das respostas metabólicas ao se comparar os resultados do hematócrito 

do A. bimaculatus no período de desintoxicação de sete dias com a exposição por 

96h, revelou que estes foram recuperados, ocorrendo a desintoxicação dos 

organismos. Observou-se diminuição no diâmetro médio das células 

espermatogênicas no experimento de 96h, com diferença (P<0,05) para os núcleos 



 

 

de espermatogônia B, espermatócito I e espermatócito II, sendo esta mais marcante 

entre controle e maior concentração (12 mg/L). Foram observadas diminuição no 

diâmetro médio com diferenças (P<0,05), para cistos de espermatócito I, cistos de 

espermatócito II e cistos de espermátide, sendo também a diferença mais marcante 

entre o controle e a concentração 12 mg/L. Quando comparados o tempo de 

exposição de 96h de Dimilin® com o tempo de desintoxicação de sete dias, os 

diâmetros médios dos núcleos de espermatócitos I e II de A. bimaculatus 

apresentaram aumento com diferenças (P<0,05) no período de sete dias, quando 

comparados dentro das mesmas concentrações nos diferentes tempos, assinalando 

uma melhora nos valores dos núcleos com sete dias, indicando recuperação nos 

parâmetros avaliados. O A. bimaculatus pode ser classificado como espécie sensível 

ao Dimilin®, uma vez que a exposição ao produto nas concentrações utilizadas alterou 

o padrão tecidual dos testículos. O período de desintoxicação sete dias em água limpa 

após exposição aguda ao Dimilin® em concentrações abaixo de 12mg/L foi suficiente 

para recuperação das alterações hematológicas e testiculares causadas no lambari, 

demonstrando assim a capacidade de recuperação, indicando a plasticidade que os 

peixes apresentam. 

 

Palavras-chave: Peixes. Efeitos dos inseticidas. Toxicologia ambiental. Diflubenzuron. 

Inseticida. 

 

  



 

 

ABSTRACT 

 

GOULART, Amara Manarino Andrade, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, July, 
2019. Toxicological aspects of Dimilin® insecticide: Effects on behavior, 
hematology and testicular morphology of lambari Astyanax bimaculatus. 
Advisor: Laércio dos Anjos Benjamin. Co-advisor: Andréa Pacheco Batista Borges. 
 

To investigate the impacts of pesticides on living organisms, standardized toxicity tests 

are applied that help prevent occurrences of highly ecologically relevant changes in 

these populations. Thus, the objective was to determine the CL50, analyze the 

hematological and morphological changes, and observe behavioral aspects of lambari 

Astyanax bimaculatus caused by exposure to Dimilin®, in addition to evaluating the 

possible recovery capacity after transferring the fish to aquariums with clean water . 

For CL50-48h, fish were divided into a control group, without contact with the toxic 

pesticide, and groups with concentrations of 5, 15, 45, 135 and 405 mg/L of toxic with 

three repetitions per concentration, containing five fish each. The 96h toxicity test used 

the control group and three other groups with concentrations of 3, 6 and 12 mg/L of 

Dimilin®. After acute exposure, the recoverability of the transferred fish to aquariums 

with clean water was evaluated. Testicles and blood from six animals in each group 

were collected 96h after exposure to the toxicant and seven days after the transference 

to clean environments and histological and hematological studies processed. The 

LC50-48h was 97,1mg/L, with a confidence interval of 63,8 to 147,6 mg/L (P<0,05) 

(±22,4ºC). The slow swimming parameter was the most observed behavior event for 

all groups. Among the stress-related behaviors, jumping, erratic swimming, lying on 

the bottom and swimming on the surface were only observed in the groups exposed to 

Dimilin®. The observed changes in hematocrit rates show anemic condition of the fish. 

A decrease in neutrophils and eosinophils and an increase in lymphocytes and 

monocytes were observed in the exposed groups when compared to the control group. 

The evaluation of metabolic responses when comparing the hematocrit results of A. 

bimaculatus in the seven-day detoxification period with exposure for 96 hours, 

revealed that they recovered, showing the detoxification of the organisms. There was 

a decrease in the mean diameter of spermatogenic cells in the 96h experiment, with a 

difference (P<0,05) for the nuclei of spermatogonia B, spermatocyte I and 

spermatocyte II, which higher significance  between the control group and the higher 

concentration (12 mg/L). A decrease in mean diameter with differences (P<0,05) was 



 

 

observed for spermatocyte I cysts, spermatocyte II cysts and spermatid cysts, with the 

most striking difference also being between the control and the 12 mg/L concentration 

groups. When comparing the 96h exposure time of Dimilin® with the detoxification time 

of seven days, the mean diameters of the nuclei of spermatocytes I and II of A. 

bimaculatus showed an increase with differences (P<0,05) in the period of seven days, 

when compared within the same concentrations at different times, indicating an 

improvement in the values of the nuclei after seven days, indicating recovery in the 

parameters evaluated. A. bimaculatus can be classified as a species sensitive to 

Dimilin®, since exposure to the product at the concentrations used changed the tissue 

pattern of the testicules. The detoxification period of seven days in clean water after 

acute exposure to Dimilin® at concentrations below 12mg/L was sufficient to recover 

the hematological and testicular changes caused in lambari, thus demonstrating the 

ability to recover, indicating the recoverability that fish have. 

 

Keywords: Fish. Effects of insecticides. Environmental toxicology. Diflubenzuron. 

Insecticide.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

Os agrotóxicos são os contaminantes aquáticos mais relevantes. Eles são 

preparados para dar fim a alguma forma de vida, entretanto, são letais para espécies 

não alvo. No ambiente aquático, eles acarretam impactos em múltiplos níveis, 

incluindo moléculas, tecidos, órgãos, indivíduos, populações e comunidades 

(ALBINATI et al., 2009). Para se avaliar os efeitos adversos de um agente químico no 

organismo vivo, são utilizados testes padronizados de toxicidade que ajudam a 

prevenir a ocorrência de alterações de alta relevância ecológica nessas populações.  

O Dimilin® é um agrotóxico muito usados no controle de artrópodes, pois atua 

como um potente regulador de crescimento, prejudicando a síntese de quitina durante 

a fase de muda de estádios imaturos. As pisciculturas do Rio Grande do Sul, o uso 

desse medicamento no tratamento de lerneose é muito elevado (MABÍLIA et al., 2004) 

e poucos são os dados sobre o efeito do Dimilin® nos peixes neotropicais. 

Os lambaris (Astyanax bimaculatus) são peixes que podem ser encontrados 

sempre em cardumes em cabeceiras de riachos, rios e lagos, e realizam migrações 

curtas para sua reprodução nos períodos de cheia, variando conforme o habitat e a 

espécie, estendendo-se de setembro a março (BEIRÃO et al., 2015). Desmatamento 

ciliar, destruição de lagoas marginais e leitos de riachos por projetos agrícolas, uso de 

agrotóxicos em lavouras e plantações próximas a rios e lagos, constituem ameaça em 

várias regiões, por alterar diretamente a biologia reprodutiva desta e de outras 

espécies (CEMIG/CETEC, 2000) e, assim, fatores como esse interferem diretamente 

na dinâmica da população desses peixes.  

Pode-se avaliar o efeito do agrotóxico em órgãos ou tecidos específicos por meio 

de parâmetros hematológicos, morfológicos e histológicos. Devido à carência de 

dados sobre os efeitos do Dimilin® para peixes neotropicais, propõe-se avaliar os 

possíveis efeitos desse inseticida no lambari (Astyanax bimaculatus).  

O lambari é um bom instrumento de pesquisa por ser um peixe com grande 

distribuição nacional, importante na pesca de subsistência, apresentar resistência a 

diferentes ambientes inclusive ao confinamento, podendo se constituir em um possível 

bioindicador de contaminação ambiental, particularmente o ambiente aquático. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Dimilin®   

 

O diflubenzuron (cujo nome comercial é Dimilin®) é um inseticida que pertence 

ao grupo da benzoilfenilureia, de nome químico N-[[(4-clorofenil) amino] carbonil]-,6-

difluorobenzamida ou 1-(4-clorofenil)-3-(2,6-difluorobenzoil) ureia. Sua fórmula 

empírica é C14H9ClF2N2O2. Trata-se de um pó cristalino, branco, sem odor, cuja 

solubilidade em água é de 0,1mg/L em temperatura de 20 a 25ºC. Por ser considerado 

de baixa toxicidade, o Dimilin® pertence à classe toxicológica IV (CHEMTURA, 2006). 

O diflubenzuron (DFB) é potente regulador de crescimento de artrópodes, pois 

interfere na síntese de quitina durante a fase de muda de estádios imaturos. Em 

pisciculturas no estado do Rio Grande do Sul, o percentual de uso de medicamentos 

no tratamento de lerneose é muito elevado (MABÍLIA et al., 2004). As tabelas 1 e 2 

apresentam, respectivamente, aspectos ecotoxicológicos e propriedades físico-

químicas para benzoilfenilureias comerciais (SUN et al., 2015). 

 
Tabela 1 – Ecotoxicologia do produto comercial DFB. 

ECOTOXICOLOGIA DO DIFLUBENZURON VALOR* E CLASSIFICAÇÃO 

DL50 oral de mamíferos (mg/kg) (rato) 4640 (>2000, baixa) 

Aves DL50 (mg/kg) Codorniz (Colinus virginianus) 5000 (>2000, baixa) 

Peixe CL50 (96 h) (mg/L) Truta-arco-íris 
(Oncorhynchus mykiss) 

0,13 (0,1-100 moderada) 

Invertebrados aquáticos CE50 (48 h) (mg/L) 
(Daphnia magna) 

0,0026 (<0,1 alta) 

Crustáceos aquáticos CL50 (96 h) (mg/L) 
(Americamysis bahia) 

0,0021 (<0,1 alta) 

Minhocas CL50 (14 dias) (mg/kg) (Eisenia fetida) 500 (10-1000, moderada) 

*Valor referente a toxicidade do diflubezuron em cada experimento relativo (DL50, CL50, CE50). 
Fonte: SUN et al. (2015). 
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Tabela 2 – Propriedades físico-químicas do DFB. 

PROPRIEDADES FÍSICO-QUÍMICAS DFB VALORES 

Solubilidade em água 0,1mg/L - 20 a 25ºC 

Coeficiente de partição (k) 3500ppm 

Mobilidade e lixiviabilidade - solos/água 7 dias - 8 dias 

Meia-vida solo/água 2 a 6 dias - 1 a 7 dias 

Persistência na superfície das folhas Cerca de um ano 

Biodegradação aeróbias / anaeróbias  2 a 78 dias 

Rota de biodegradação Clivagem por esterases 

Detoxificação - oxidação e hidrólise Enzimas carboxilesterases e 
fosfotriesterases 

Parâmetros de ampliação ecológica 19ppm/peixe 

Índice de biodegradabilidade 4,99 ppm/peixe 

Ponto de fusão  227,6°C 

Degradação no solo DT50 3 dias (<30 não persistente) 

Fotólise aquosa DT50   80 dias (>30 estável) 

Hidrólise aquosa DT50  96 dias (30−100, moderadamente 
persistente) 

Fonte: SUN et al. (2015). 

 

Embora seja considerada uma droga de baixa toxicidade para os seres 

humanos, de acordo com a classe toxicológica, pela CHEMTURA (2006), seu uso 

requer cuidado, não devendo ser manuseado ou aplicado o produto sem os 

equipamentos de proteção individual recomendados, e não se utilizando aqueles 

equipamentos que estejam danificados. Outras recomendações são não utilizar 

equipamentos com vazamentos ou defeitos, não desentupir bicos, orifícios e válvulas 

com a boca, e não transportar o produto junto com alimentos, medicamentos, animais 

e pessoas (CHEMTURA, 2006). 

O Dimilin® tem se mostrado pouco persistente no ambiente, degradando-se 

rapidamente no solo e na água. Sua meia-vida no solo é de dois a seis dias, e na 

água, de um a sete dias; porém, é persistente na superfície das folhas, permanecendo 

na serapilheira por cerca de um ano (MADUENHO; MARTINEZ, 2008). A persistência 

do Dimilin® é mais baixa em condições de pH elevado (10) e temperatura de 38ºC; a 
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luz solar direta, aparentemente não exerce nenhum efeito nessa persistência. Esses 

valores simulados dificilmente se aplicam às condições ambientais naturais 

(CHEMTURA, 2006).  

Os parâmetros de ampliação ecológica (parameters of ecological magnification) 

(EMF) e de índice de biodegradabilidade (BI) (ou partes por milhão de radioatividade 

polar/partes por milhão de radioatividade não polar) estudados por ZAIDI; FARINE; 

SOLTANI (2013) mostram que os valores de EMF para o composto Dimilin® para peixe 

foram de 19 ppm. Os valores de BI para peixe foram, 4,99 ppm. Os dados sugerem 

as vias de degradação do Dimilin® como indicado pela radiomarcação em ambas as 

metades da molécula. Os principais produtos de degradação encontrados no rótulo 

do Dimilin® foram a 2,6-difluorobenzamida e o ácido 2,6-difluorobenzóico (que foram 

identificados por cromatografia das respectivas áreas radiativas com padrões 

conhecidos) (ZAIDI; FARINE; SOLTANI, 2013).  

Apenas pequenos vestígios de outros produtos de degradação foram 

encontrados neste rótulo. A estabilidade também foi confirmada em experimentos com 

peixes, em um ecossistema aquático modelo fechado (LU; METCALF, 1975) por um 

período de 3 dias. O alto nível de radioatividade polar no peixe (50%) deve-se 

presumivelmente aos conjugados do ácido 2,6-di-fluorobenzóico (ZAIDI; FARINE; 

SOLTANI, 2013). 

De acordo com SCHAEFER et al. (1979) o Dimilin® é acumulado a partir do seu 

contato diluído em água nos tecidos de peixe em níveis até 80 vezes maior que o 

permitido dentro 24 horas quando os peixes são expostos a concentrações de 0,1 

mg/kg. Dentro do intervalo de concentração, a quantidade acumulada em uma 

exposição de 24 horas é proporcional à concentração. Após 24 a 48 horas de 

exposição, os peixes degradam e eliminam o Dimilin® e os produtos excretórios não 

são nem o composto parental nem clorofenilureia. A quantidade de Dimilin® restante 

nos tecidos de peixe com o tempo depende da redução da concentração de resíduos 

na água; no entanto, o potencial de degradação e a eliminação é muito grande. 

Para pragas de cultivo agrícola, Dimilin® deve ser preparado em diluição com 

água, formando uma calda com volume suficiente para dar cobertura uniforme. A 

pulverização de aplicação pode variar de acordo com a cultura, usando a pulverização 

via terrestre em modo costal ou tratorizado. A pulverização também pode ser feita por 
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via aérea. No cultivo de algodão, a dosagem utilizada em forma de calda é de 60 L/ha 

na quantidade de 150L/ha de calda, com intervalos de 10 a 28 dias, para a praga 

curuquerê (Alabama argillacea). O tratamento deve ser iniciado antes que o nível de 

desfolha ou a contagem de lagartas atinja os níveis preconizados nas tabelas 

tradicionais. No cultivo de citros, a dosagem utilizada em forma de calda é de 500 L/ha 

na quantidade de 2000L de calda/ha, com intervalos de 30 dias, para combater o bicho 

furão (Ecdytolopha aurantiana). O tratamento deve ser efetuado no início da 

infestação antes que a larva penetre no fruto (BRASIL, 2018). 

Segundo STEVENS; PEREIRA; KOEHLER, (2019), o Dimilin® vem ganhando 

espaço como um dos pesticidas de grande eficiência no controle da dengue, além do 

uso na agricultura, combatendo pragas como a lagarta da soja (Anticarsia gemmatalis) 

dos cultivos soja (KUMAR; BABU; EVANS, 2019), e lagarta elasmo ou broca-do-colo 

(Elasmopalpus lignosellus) dos cultivos de milho (KAGAMI, 2019). 

Estudo feito com larvas do mosquito Aedes aegypti expostas ao diflubenzuron 

indica a viabilidade do uso do Dimilin® em função da alta mortalidade provocada no 

inseto (AL-AZAB; SHAALAN, 2018). Doses de 0,2 e 0,4 ppm, obtendo índices de 

mortalidade de até 96% das larvas de mosquito (GAUTAM et al., 2018). 

Segundo MABÍLIA et al. (2004), o percentual de uso de medicamentos no 

tratamento de lerneose em pisciculturas no estado do Rio Grande do Sul é muito 

elevado (33,33% dos produtos empregados para combates de ectoparasitas é do 

Dimilin®), sendo utilizados também as avermectinas (19,04%), produtos 

organofosforados (9,52%), além de outros (38,19%). O Dimilin® é usado no tratamento 

de piolhos em kinguios na proporção de uma colher de sopa para cada 240 L de água. 

O medicamento deve permanecer na água por 14 dias e ser repetido por mais 14 dias, 

não sendo recomendada a troca de água entre tratamentos (TANG et al., 2019). 

BOUBOULIS; ATHANASSOPOULOU; TYRPENOU (2004) usaram em seus 

experimentos Dimilin® diluído em óleo de fígado de bacalhau, e adicionado a ração 

comercial na concentração de 2000 mg/kg de ração. Dimilin® foi também eficaz no 

tratamento de Salmo salar infectado por piolhos, na dose de 3 mg/kg/dia, durante 14 

dias (ERDAL et al., 1997). O Dimilin® tem sido frequentemente usado em piscicultura 

para combater ectoparasitas em peixes com eficácia nas concentrações que variam 

entre 0,5 a 2 mg/L (FUJIMOTO et al., 1999; KUBITZA et al., 1999; SCHALCH et al., 
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2005). A eficácia do Dimilin® também foi avaliada por meio de banhos terapêuticos 

para o controle de Dolops carvalhoi em pacus (Piaractus mesopotamicus) 

naturalmente infestados (LUVIZOTTO-SANTOS et al., 2018). O Dimilin® foi aplicado 

três vezes na concentração de 2,0 mg/L na água, na forma de banhos com 30 minutos 

de duração e intervalo de 24 h. Na avaliação parasitológica foi constatada a eficácia 

de 97,2% do Dimilin® (SCHALCH et al., 2005). 

Na pecuária, para o combate de carrapatos em bovinos foi utilizado o tratamento 

com sal composto com Dimilin® (JUNQUERA et al., 2019). O sal contendo Dimilin® a 

3% foi fornecido diariamente e ad libitum, sendo o consumo médio de 70 g/dia por 

animal, apresentando eficácia entre 98,83% e 99,20% (DELL'PORTO et al., 2012). 

Dimilin® é administrado também em sal mineral para se combater a mosca do chifre 

(Haematobia irritans) com 15 g do princípio ativo sendo adicionado em 30 g de sal 

(CAMPOS et al., 2008). 

Embora esses inseticidas sejam de extrema importância, tem havido uma 

crescente preocupação entre os ambientalistas (ABE et al., 2019), uma vez que 

podem oferecer riscos a artrópodes não-alvo e ecologicamente importantes, causando 

reduções de populações, às vezes irreversíveis, e com isso, afetando todo um 

ecossistema (CASTRO et al., 2012; GARTENSTEIN; QUINNELL; LARKUM, 2006). 

Analisar as condições de saúde de peixes neotropicais frente a um agente 

potencialmente contaminante como o Dimilin® é importante para se avaliar o risco 

ambiental e sugerir critérios para seu uso (ABE et al., 2019). O estudo de parasitas 

que causam prejuízos a piscicultura se torna crescente para que se evitem 

mortalidades e doenças do plantel (MENDES JUNIOR et al., 2019). 

 

2.2. O lambari  

 

O lambari Astyanax bimaculatus (LINNAEUS, 1758), conhecido em algumas 

regiões por lambari, lambari-guaçu, mojarra, piaba. Revisões recentes colocam o 

gênero em “Incertae sedis”. A antiga subfamília Tetragonopterinae continha 88 

gêneros e 620 espécies, sendo que 86 espécies pertencem ao gênero Astyanax (LIMA 

et al., 2003), possuindo ampla distribuição geográfica, podendo ser encontrado do 
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sudoeste dos Estados Unidos até a Bacia do rio da Prata, no Uruguai (MOREIRA 

FILHO, 1989). 

O Astyanax bimaculatus é considerado peixe de pequeno porte, podendo medir 

até cerca de 20 cm de comprimento e seu peso pode chegar até 40 g. Possui 

nadadeiras amarelas, escamas prateadas, mancha umeral ovalada e pedúnculo 

caudal com mancha alongada que se prolonga até a ponta dos raios caudais 

medianos (Figura 1) (YOSHIDA et al., 2018).  

 

Figura 1 – Lambari, A. bimaculatus (GOULART, 2019). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A biologia reprodutiva do lambari pode ser prejudicada pelo desmatamento ciliar, 

poluição industrial e doméstica, e destruição de várzeas e lagoas marginais por 

projetos agrícolas que também constituem ameaça em várias regiões 

(CEMIG/CETEC, 2000). Esses fatores interferem na dinâmica da população desses 

peixes. Nas construções de novas barragens o A. bimaculatus é uma das poucas 

espécies capazes de sobreviver nessas condições.  

Os A. bimaculatus são considerados onívoros, se alimentando de algas, 

vegetais, sementes, larvas e insetos adultos (CEMIG/CETEC, 2000; VITULE; 

ARANHA, 2002). Em estudo conduzido com o lambari da espécie Astyanax 

janeiroensis, verificaram-se que os principais hábitos alimentares se baseavam em 

algas, microcrustáceos, pequenos invertebrados e esporos vegetais (SANTIN et al., 

2005). Portanto, os lambaris são de extrema importância em diversos habitats como 

consumidores secundários. Além disso, são peixes de interesse alimentar para outros 

peixes consumidores terciários (YOSHIDA et al., 2018). 
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A ecologia alimentar de uma determinada espécie faz parte e interfere 

diretamente na dinâmica de sua população, sendo primordial para a conservação do 

ecossistema como um todo (VITULE; ARANHA, 2002). Os lambaris são de extrema 

importância em diversos habitats por equilibrarem o ecossistema e a cadeia alimentar, 

constituindo-se em fonte de alimentos para peixes maiores, carnívoras e aves.  

O A. bimaculatus, como a maioria dos peixes teleósteos, normalmente forma 

cardumes de ambos os sexos. Esses cardumes podem variar com o tamanho dos 

peixes, com peixes menores apresentando tendência de formar cardumes maiores e 

ficarem mais na superfície. Peixes maiores, provavelmente com estádio de maturação 

sexual mais avançado, tendem a formar grupos menores, comportamento esse inato 

e hereditário (ANGERMEIER; KARR, 1983).  

Embora sejam animais sociais, podem apresentar comportamento agonista, 

especialmente quando acasalam, e durante o estabelecimento de hierarquias de 

dominância que ocorrem dentre e entre os sexos. Por possuir comportamento pacífico 

e gregário, esses peixes devem ser mantidos em cardumes de pelo menos meia dúzia 

de espécimes ou mais para que assim mostrem seu comportamento natural. Pode ser 

mantido em aquário comunitário com peixes de pequeno a médio porte igualmente 

pacíficos (LAWRENCE, 2007). É um peixe de hábito tipicamente diurno, mostrando 

os maiores níveis de atividade durante as primeiras horas da manhã. Dorme 

frequentemente, embora não exclusivamente, durante a noite, e possui grande 

adaptação às mudanças estacionais (LOWE-MCCONNELL, 1975).  

Esse padrão circadiano de atividade influi nos processos fisiológicos, 

bioquímicos e comportamentais do animal, padrão esse que deve ser levado em 

consideração nos biotérios de criação. Com relação à alimentação, estudos sobre a 

dieta de peixes tropicais de água doce mostram que, de maneira geral, os peixes 

apresentam uma considerável plasticidade trófica (ABELHA; AGOSTINHO; 

GOULART, 2001), sendo quase sempre “polimorfismo trófico, com surgimento de 

morfotipos, que são espécimes de uma mesma espécie que diferem em habitat, dieta 

e morfologia”, (ABELHA et al., 2001, p.428), ou seja, mudam sua dieta de acordo com 

variações espaciais e temporais em função da disponibilidade dos itens alimentares. 

O A. bimaculatus é uma espécie com potencial para a piscicultura e o gênero 

Astyanax tem recebido atenção especial devido sua rusticidade, rápido crescimento, 
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hábito alimentar onívoro (SAINT-PAUL, 2017), carne saborosa e também por ser 

utilizado como isca viva na pesca (PAIVA et al., 2006).  

Assim, devido à diversidade de ambientes em que se encontra a espécie, e 

também às suas características reprodutivas, que representam o comportamento de 

grande parte dos teleósteos, o estudo da espermatogênese da espécie em exposição 

aos agrotóxicos pode ser representativo dos peixes neotropicais de pequeno porte. 

Isso os torna um ótimo modelo experimental, além da facilidade de obtenção e de 

manutenção em condições laboratoriais, por ser uma espécie nativa de grande 

interesse comercial e muito abundante nos rios de regiões brasileiras, inclusive na 

Zona da Mata Mineira. 

 

2.3. Morfologia testicular e espermatogênese em lambari  

  

Os testículos do lambari são pares e alongados, de superfície lisa e apresentam 

tamanho aproximado entre o lado direito e o esquerdo. Estão localizados na cavidade 

celomática, dorsalmente ao tubo digestivo, ventralmente ao mesonefro e 

ventrolateralmente ao longo da bexiga gasosa, encontrando-se presos à parede 

abdominal e à referida bexiga gasosa pelo mesórquio. Cada testículo apresenta uma 

extremidade cranial afilada, uma parte média de forma triangular e uma porção caudal 

que se afila gradualmente até unir-se à do outro testículo, formando um ducto único 

que desemboca na papila urogenital (NOMURA, 1975; PELIZARO et al., 1981).  

Nos lambaris, a espermatogênese desenvolve-se em cistos que se formam 

quando células de Sertoli e uma espermatogônia primária se associam. Durante este 

processo, a espermatogônia primária é circundada por células de Sertoli, que neste 

estádio são pouco desenvolvidas (PUDNEY, 1995). A espermatogônia divide-se e 

origina espermatogônias secundárias que, depois de várias divisões mitóticas, 

diferenciam-se em espermatócitos primários. Eles entram em divisão meiótica 

formando os espermatócitos secundários, que por sua vez passam pela segunda 

divisão meiótica para produzir células haploides, as espermátides (GRIER, 1993). 

Estas últimas passam pela fase espermiogênica, caracterizada por alterações 

morfológicas marcantes, principalmente relacionadas com a condensação nuclear e a 

formação da peça intermediária e flagelo, originando os espermatozoides, que são 
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células altamente especializadas e equipadas para alcançar e fertilizar os ovócitos 

(MIURA, 1999).   

As espermatogônias primárias são as maiores células germinativas das espécies 

de teleósteos, apresentando um núcleo grande e claro, com pouca heterocromatina, 

contendo um ou dois nucléolos bastante evidentes (MIURA, 1999). Após sucessivas 

divisões, a partir da espermatogônia primária, o número de espermatogônias 

secundárias por cisto aumenta geometricamente, enquanto o diâmetro nuclear das 

mesmas sofre redução gradual (BILLARD, 1969).  

A análise histológica do testículo do lambari mostra que esses apresentam-se 

envolvidos por cápsula de tecido conjuntivo da qual partem septos fibrosos para o seu 

interior delimitando túbulos seminíferos (NOMURA, 1975; PELIZARO et al., 1981). O 

interstício do testículo de teleósteos apresenta capilares sanguíneos e fibras nervosas 

difusas, sendo desprovido de sistema linfático. Nesta região do testículo estão 

presentes, além das células de Leydig, fibroblastos típicos (SANTOS, 2019). 

A espermatogênese desenvolve-se em cistos que se formam quando células de 

Sertoli e uma espermatogônia primária se associam (GRIER; URIBE, 2009). Durante 

este processo, a espermatogônia primária é circundada por células de Sertoli, que 

neste estádio são pouco desenvolvidas (PUDNEY, 1995).  

Durante a espermiação, as células de Sertoli que forma a parede dos cistos se 

rompem para liberar os espermatozoides num lume cujo espaço aumenta 

gradualmente ao longo do período reprodutivo (GRIER et al., 1980; GRIER, 1981; 

PUDNEY, 1995).  

Na maioria das espécies de teleósteos, os ciclos reprodutivos ocorrem em 

função de variações das condições ambientais, sendo a temperatura e o fotoperíodo 

(CHEHADE; CASSEL; BORELLA, 2015) considerados como os dois mais potentes 

moduladores da atividade reprodutiva (BILLARD, 1986; SHIMIZU, 2003). Devido os 

peixes serem animais pecilotérmicos (da qual a temperatura normalmente está 

ligeiramente acima da temperatura ambiente), supostamente faz com que o período 

dos eventos espermatogênicos varie relacionados com a temperatura, sendo em 

temperaturas mais elevadas mais rápida (LACERDA, 2008; BILLARD, 1986; FRANÇA 

et al., 2005). 
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Figura 2 – Os testículos do lambari A. bimaculatus (GOULART, 2019). 

 
 

Nos teleósteos, a espermatogênese desenvolve-se em cistos que se formam 

quando células de Sertoli e uma espermatogônia primária se associam (URIBE; 

GRIER; MEJÍA-ROA, 2014). Durante este processo, a espermatogônia primária é 

circundada por células de Sertoli, que neste estádio são pouco desenvolvidas 

(ANDRADE et al., 2004; PUDNEY, 1995). 

Em teleósteos, o processo espermatogênico pode ocorrer de duas maneiras 

conforme a distribuição das espermatogônias ao longo do túbulo seminífero: tipo 

espermatogonial irrestrito, com as espermatogônias distribuídas ao longo do túbulo, e 

tipo espermatogonial irrestrito, com as espermatogônias restritas à porção distal do 

túbulo seminífero, próximas da túnica albugínea (GRIER et al., 1980; GRIER, 1981; 

SOUTO et al., 2017). 

O processo espermatogênico de teleósteo assemelha-se ao de outros 

vertebrados. Através dos hormônios gonadotróficos hipofisários, o FSH e o hormônio 

luteinizante (LH), células Leydig esteroidogênicas intersticiais e células de Sertoli 

expressam receptores para FSH e LH que são integrados aos circuitos reguladores 

endócrinos que governam a puberdade e o funcionamento adulto do testículo 

(GARCÍA-LOPEZ et al., 2008). A sobrevivência e o desenvolvimento de células 

germinativas in vivo dependem da sua interação íntima e contínua com células de 

Sertoli, de modo que o número de células de Sertoli limita a capacidade 

espermatogênica de um testículo (FRANÇA et al., 2005). 
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2.4. Avaliação ecotoxicológica 

 

Quando ecossistemas aquáticos estão poluídos com contaminantes orgânicos e 

inorgânicos, os peixes serão quase que inevitavelmente contaminados. A avaliação 

ecotoxicológica requer conhecimento das fontes de emissão, difusão, transformação 

e destino dos poluentes no ecossistema e, segundo MADUENHO; MARTINEZ (2008), 

é importante conhecer os riscos potenciais desses poluentes para a biota, incluindo o 

homem. As técnicas que evidenciam respostas em níveis subcelulares de organização 

biológica são consideradas preventivas, sendo os biomarcadores uma das 

abordagens mais promissoras (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008). Dessa forma, a 

ligação dos biomarcadores entre exposição e efeito contribui para a definição da 

relação dose-resposta (DEBORD et al., 2015). 

A toxicologia aquática permite estabelecer limites de concentrações ou 

quantidades de substâncias químicas aceitáveis no ambiente aquático e estudar os 

efeitos tóxicos de substâncias químicas e outros xenobióticos sobre os organismos 

aquáticos (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008), incluindo letalidade (mortalidade) e 

efeitos subletais (alterações no crescimento, desenvolvimento, reprodução, respostas 

patológicas, alterações bioquímicas fisiológicas e comportamentais) (MONTANHA; 

PIMPÃO, 2012). Segundo SANTOS (2005) o estudo de indicadores que consigam 

diagnosticar mais rapidamente alterações promovidas pela ação desses produtos no 

ambiente, pode constituir ferramenta importante. 

Os biomarcadores de recuperação são capazes de significar indicadores 

ambientais ao qualificar os riscos ecotoxicológicos dos agrotóxicos para organismos 

não-alvo (LUSHCHAK et al., 2018). Mesmo quando estes agrotóxicos são aplicados 

a áreas locais, eles podem ser lavados ou lixiviados e levados embora por águas de 

irrigação e enxurradas de chuvas para lençóis freáticos, para rios e represas, podendo 

ser altamente tóxico para populações aquáticas como peixes e outros organismos, e 

até mesmo humanos (DUARTE; KAKINAMI, 2018). A determinação da desintoxicação 

aos compostos antropogênicos e pesticidas é essencial para a avaliação da saúde 

ambiental nesses organismos não-alvo (YHASMINE, 2013).  

Estudos com diferentes espécies de peixes, crustáceos e organismos aquáticos 

para a determinação da concentração letal média em 48h (CL50) de Dimilin® indicam 
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que um dos metabólitos do Dimilin®, a 4-cloroanilina, que se encontra na lista de 

produtos químicos perigosos da Companhia de Tecnologia de Saneamento Básico de 

São Paulo (CETESB, 2007), apresenta elevada toxicidade para peixes, sendo maior 

que a do próprio produto de origem (FISHER; HALL, 1992). De acordo com 

CHEMTURA (2006) a toxicidade aguda para crustáceos a CL50 (48h) foi de 

37,305µg/L. Estudos realizados pela EPA (1979) para D. magna expostas ao Dimilin® 

mostraram uma CL50-48 h de 0,15μg/L. 

Para se avaliar os efeitos adversos de um agente químico no organismo vivo, 

são utilizados testes padronizados de toxicidade os quais ajudam a prevenir a 

ocorrência de alterações de alta relevância ecológica nessas populações. Alguns 

desses testes já têm sido feitos no Laboratório de Peixes do Departamento de 

Veterinária da UFV, Viçosa/MG, supervisionados pelo Prof. Dr. Laércio dos Anjos 

Benjamin, a fim de avaliar o efeito de diversos tóxicos (Thiodan®, Roundup Transorb®, 

Dimilin®) em peixes como a tilápia (Oreochromis niloticus), o lambari (Astyanax 

bimaculatus) e o mato grosso (Hyphessobrycon eques). Dentre os trabalhos 

realizados no Laboratório de Peixes do Departamento de Veterinária da UFV, 

destacam-se: 

MONTOYA (2008), que avaliou os efeitos do Thiodan® (controle, 0,5µg/L, 

1,0µg/L e 1,4µg/L) na morfologia testicular de tilápia (Oreochromis niloticus) imatura, 

onde os peixes foram expostos por 96h. Foram observadas necroses testiculares e 

diminuição da população de espermatogônias primárias, diminuição da área testicular, 

alterações na estrutura dos espermatócitos e também perda acentuada das funções 

teciduais causadas por necroses e danos ao tecido conjuntivo e, nos casos mais 

graves, necrose avançada dos testículos, perda parcial ou total do mesotélio, 

apontando o Thiodan® como tóxico, constatando efeitos negativos na estrutura 

testicular de das tilápias (Oreochromis niloticus) imaturas expostas a ele. MORAES 

(2011) determinou a CL50-96 h do Thiodan® para o lambari (Astyanax bimaculatus) 

exposto por 96h, obtendo o valor de 13,6µg/L. Analisou, ainda, os efeitos do Thiodan® 

nas concentrações 1,3; 2,6 e 5,2 µg/L em brânquias com os animais divididos em 

cinco grupos (controle, sem adaptação e sem alimentação, sem adaptação e 

alimentados 2x ao dia, com adaptação de 10 dias e sem alimentação, com adaptação 

de 10 dias e com alimentação 2x ao dia). Foi encontrada redução de diâmetro e 
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número de células de cloreto, a diminuição da espessura das lamelas primárias e de 

comprimento das lamelas secundárias, o aumento do número de células de muco, o 

aumento no diâmetro de aneurismas e aumento da vasodilatação, mostrando que o 

Thiodan® pode ser considerado tóxico ao lambari Astyanax bimaculatus, 

comprometendo funções vitais das brânquias através das alterações em seu epitélio 

laminar. NUNES (2011) analisou a toxicidade aguda e o efeito subletal do Roundup 

Transorb® na estrutura testicular do mato grosso (Hyphessobrycon eques). 

Previamente foi determinada a CL50 96 h por exposição dos peixes ao tóxico em duas 

diferentes temperaturas (22o e 24º C) obtendo o valor de 2,64µg/L para a CL50 

realizada em 22o C, e o valor de 2,18 µg/L a 24º C. O experimento mostrou redução 

de cistos de espermátides, do diâmetro tubular, do número de espermatogônias A e 

B e de espermatócitos I, além da redução de cistos de espermatócitos. Houve 

aumento do rompimento de cistos e alterações relacionadas a necrose, como a 

picnose celular e a vacuolização. GOULART (2012) também determinou a CL50-96 h 

do Dimilin® para o mato grosso (Hyphessobrycon eques) (22,4 µg/L). GOULART 

(2012), LEANDRO (2014) e LOPES (2015) realizaram ensaios de toxicidade do 

Dimilin® nos tempos de 96 h e 17 dias em sistema estático, utilizando os peixes mato 

grosso (Hyphessobrycon eques) como biomarcadores. Para esses testes de 

toxicidade, foram utilizadas as concentrações de 0,01; 0,1 e 1,0 µg/L de Dimilin®. Para 

o teste de 96 h foi utilizada uma única aplicação no início do experimento; para o teste 

de 17 dias foram utilizadas duas aplicações (no início e com 72 h após a primeira 

aplicação). GOULART (2012) analisou efeito na morfologia testicular, onde foi 

observada a redução do número de espermatogônias B nos dois experimentos, e 

maior percentual de tecido alterado no experimento de 17 dias. Foram observadas 

também picnose nuclear, desorganização tecidual caracterizada pela presença de 

espermátides no parênquima testicular e presença de espermatócitos na luz do túbulo, 

presença de hemácias fora dos capilares sanguíneos, presença de vacúolos no 

citoplasma de espermatogônias e de espermatócitos e fibrose.  

LEANDRO (2014) avaliou histologicamente os ovários de fêmeas maduras do 

mato grosso (Hyphessobrycon eques) expostas ao Dimilin®, encontrando diferença 

significativa no diâmetro médio dos folículos ovarianos em desenvolvimento 

secundário intermediário, com o diâmetro médio dos folículos sendo maior no 
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experimento de 17 dias. LOPES (2015) discriminou as possíveis respostas à ação do 

inseticida Dimilin® por meio das alterações na morfologia das brânquias de machos e 

fêmeas de Hyphessobrycon eques através da exposição subletal a este inseticida, 

observando alterações morfológicas nas brânquias de machos e fêmeas, alterações 

essas que podem levar ao comprometimento das funções teciduais das brânquias. 

Com esses resultados pode-se considerar o H. eques como bioindicador da 

contaminação ambiental por Dimilin® para avaliações ambientais. 

Com a finalidade de testar se a exposição a níveis subletais do tóxico provocam 

alterações na morfologia branquial, fêmeas de Hyphessobrycon eques foram expostas 

a diferentes tratamentos de Dimilin® por MARCON et al. (2016). Foram observadas 

lesões patológicas, tais como hiperplasia, fusão lamelar, congestão vascular, 

desordem lamelar secundária, vasodilatação, hemorragia e aumento do epitélio 

lamelar, sendo mais significativas nas brânquias dos peixes expostos a Dimilin® do 

que o controle. Alterações significativas no diâmetro dos vasos sanguíneos, na largura 

das lamelas primárias e no comprimento das lamelas secundárias e no aparecimento 

de focos de hemorragia em também foram observadas em todas as concentrações 

testadas. O índice de alteração histopatológica foi leve a moderado mesmo em baixas 

concentrações de Dimilin® o que pode indicar que este tóxico pode comprometer a 

função deste tecido Estes achados indicam que o uso indiscriminado de Dimilin® pode 

afetar adversamente a integridade estrutural das brânquias de H. eques, o que pode 

causar inúmeros problemas para sistemas de piscicultura. 

Dos trabalhos desenvolvidos no laboratório de Biologia de Peixes, DVT, UFV, 

alguns artigos relacionados a eles já foram publicados, além de um grande número 

de resumos em diversos eventos científicos locais, regionais, nacionais e 

internacionais.  

 

2.5. Hematologia em peixes 

 

O estudo da hematologia é considerado uma importante ferramenta para o 

processo de diagnóstico de doenças (YOLBAS et al., 2016). As técnicas usadas em 

mamíferos são amplamente aplicadas em peixes; no entanto, com algumas 

modificações. A presença de eritrócitos nucleados e trombócitos em peixes pode 
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causar dificuldade na identificação das células sanguíneas, principalmente na 

contagem de leucócitos totais (TAVARES-DIAS; OLIVEIRA-JÚNIOR; MARCON, 

2008). O estudo dos parâmetros sanguíneos em peixes tem sido frequentemente 

utilizado para a detecção de alterações fisiopatológicas em diferentes condições 

(RANZANI-PAIVA et al., 2005).  

O quadro hematológico de peixes tem sido estudado para se avaliar alterações 

quando expostos a agrotóxicos. Consequências da exposição a metais pesados já 

foram observadas em Hoplias malabaricus (OLIVEIRA-RIBEIRO et al., 2006), 

Oreochromis niloticus (AL-OTAIBI et al., 2019) e Oreochromis mossambicus 

(SUGANTHI et al., 2019). 

O estudo dos parâmetros sanguíneos em peixes é significativo para determinar 

condições relacionadas à sua capacidade fisiológica, estando o sangue diretamente 

ligado ao metabolismo intermediário responsável pelas transformações no interior do 

organismo, indicando também fatores intrínsecos e extrínsecos que podem influenciar 

nos valores quantitativos causados por algum nível de estresse (RANZANI-PAIVA, 

2018). O estresse é um dispositivo de reparação fisiológica que o indivíduo assume 

em resposta a condição física ou química que funciona como o agente estressor, e os 

fatores bioquímicos são muito susceptíveis às concentrações subletais desses 

agentes estressores (PAPADIMITRIOU et al., 2016). 

 

2.6. Recuperação de peixes após exposição a agrotóxicos 

 

Devido à plasticidade dos peixes (ABELHA; AGOSTINHO; GOULART, 2001), 

alguns estudos têm sido feitos com o objetivo de verificar possíveis recuperações dos 

indivíduos expostos a diferentes tóxicos (RUSCONI et al., 2018). Peixes foram 

expostos por BEGUM (2005) ao carbofuran durante 6 dias, e após essa exposição 

foram transferidos para água limpa, durante 6 dias para estudar a recuperação. 

Tecidos de fígado e músculo foram coletados a partir dos peixes expostos, da tanto 

do grupo exposto ao tóxico seguido de recuperação quanto do controle, no final do 1º, 

3º e 6º dias. As enzimas exibiram padrões de recuperação diferentes no fígado e 

músculo de Clarias batrachus, mostrando que os peixes podem ter respostas 

diferentes de recuperação dependendo do órgão em estudo (BEGUM, 2005). 
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Toxicidade aguda do monocrotófos foi estudada em cérebro, músculo e 

brânquias de Oreochromis mossambicus por RAO (2007). Estudos de recuperação 

foram realizados em intervalos regulares de 1, 7, 14, 21, 28 dias em água limpa, para 

se estabelecer o curso de tempo de 50% e 100% de recuperação desses tecidos. Os 

peixes conseguiram recuperação considerável quando transferidos para água limpa 

após 14 dias. 

CERQUEIRA; FERNANDES (2002) avaliaram alterações na morfologia de 

brânquias e respostas dos parâmetros de bioquímica sanguínea em curimbatá 

(Prochilodus scrofa) após 96 h de exposição de ao cobre e depois da transferência 

para água potável para se avaliar possíveis recuperações. Danos na morfologia de 

brânquias foram caracterizados pela elevação epitelial, edema celular e lamelar. 

Restauração da estrutura branquial foi lenta, sem melhora do tecido nos dois primeiros 

dias em água limpa. A partir do 7º até o 15º dias a recuperação começou a se tornar 

evidente, com recuperação completa ocorrendo no dia 45 em água limpa. 

Hematócrito, glóbulos vermelhos e concentração da hemoglobina mostraram um 

aumento significativo após a exposição ao cobre e com estabilização no 7° dia de 

água limpa. A restauração de tecido das brânquias levou mais tempo que a 

recuperação de parâmetros sanguíneos, possivelmente implicando necessidades de 

energia extra, o que pode ser crítico, dependendo do ciclo de vida do peixe. 

DRAREDJA; SOLTANI (2001) constataram que o Dimilin® provocou atraso no 

crescimento do peixe mosquito Gambusia affinis expostos por 24 h a concentração de 

78 mg/L. Essa mesma espécie exposta durante 15 dias a 200 mg/L de Dimilin®, 

apresentou aumento na excitabilidade 2,5 vezes superior ao grupo controle com dois 

dias de exposição. O comportamento do grupo exposto ao Dimilin® só voltou a ser 

semelhante ao grupo controle após 14 dias de exposição ao inseticida, demonstrando 

que a espécie foi capaz de ajustar ou compensar a presença do Dimilin®. 

MORAES et al. (2016) avaliaram as taxas metabólicas do Ictalurus punctatus 

exposto ao fenol por quatro dias e após recuperação por sete dias. Durante o período 

de exposição o catabolismo de lipídeos foi observado através da redução de ácidos 

graxos livres no fígado. Foi observado também o aumento da concentração de amônia 

e da atividade da aspartato aminotransferase no músculo. As alterações bioquímicas 

foram exacerbadas após o período de recuperação. Reduções no conteúdo de 
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proteína muscular e plasmática indicam proteólise. Uma preferência catabólica por 

lipídeos foi observada na tentativa de suprir a elevada demanda energética.  

VÁZQUEZ; MEIJIDE; NOSTRO (2016) analisaram a recuperação da 

capacidade reprodutiva da Cará macho (Cichlasoma dimerus) após exposição durante 

60 dias a concentrações 0, 30, 150 e 300 µg/L do químico estrogênico 4-terc-octilfenol 

(OP). Após a exposição, os peixes foram transferidos para água livre de OP por mais 

60 dias. Foram encontrados comprometimentos na arquitetura testicular nas maiores 

concentrações de OP. A recuperação da organização testicular começou a ser 

analisada no dia 14 em água limpa, quando houve o recomeço da proliferação do 

epitélio germinativo. Uma diminuição gradual da fibrose testicular foi observada nos 

animais expostos a 150µg/L OP a partir do sétimo dia de recuperação, a restauração 

completa para essa dosagem foi observada no dia 14. Nos peixes expostos a 300µg/L 

de OP, a recuperação da organização testicular começou a ser observada no dia 14 

após a transferência para a água limpa. A funcionalidade total testicular foi recuperada 

no dia 28 em todas as concentrações de exposição.  

 

2.7. Avaliação comportamental 

 

A ecotoxicologia tem utilizado o comportamento animal como importante 

ferramenta, e essa vem ganhando uma atenção crescente, devido ao fato de 

apresentar sensibilidade e poder ser associada a teste de CL50 (Van GESTEL, 2012). 

A vantagem da resposta comportamental é devida à integração de processos 

bioquímicos e fisiológicos que refletem mudanças podendo atingir diversos níveis, 

chegando até em níveis mais altos de organização com relevância ecológica 

(BAPTISTA; BUSS; EGLER, 2003).  

Como o comportamento serve de elo entre processos fisiológicos e ecológicos, 

talvez seja ideal para estudar os efeitos poluentes ambientais. Os peixes são um 

excelente modelo nesse sentido, uma vez que muitos comportamentos 

ecologicamente relevantes de peixes são facilmente observados e quantificados em 

um cenário controlado. Além disso, há um grande número de pesquisas sobre 

fisiologia de peixes, consideração necessária para estudos integrativos. De fato, 

muitos pesquisadores propuseram o uso de indicadores comportamentais em peixes 
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para monitorar criticamente a contaminação ambiental (SILVEIRA; SCHNEIDER; 

HAMMES, 2012).  

A mudança da qualidade da água, quando a mesma está contaminada por 

agrotóxicos, causa mudanças comportamentais imediatas como os efeitos no sistema 

neuroendócrino, nas membranas epiteliais. Dentro de alguns minutos a horas, podem 

se ver alteradas as respostas bioquímicas, o metabolismo, fluidos corpóreos e 

enzimas (CREMONESE, 2014). Após dias ou semanas de exposição, se veem 

alteradas as respostas fisiológicas, o consumo de oxigênio, além de desregulação do 

balanço osmótico, efeitos na alimentação e digestão. Depois de dias e meses de 

exposição, alteração no desempenho fisiológico e efeitos que alteram o crescimento 

e a reprodução (PERES; MOREIRA, 2003). Meses e anos após a exposição, podem 

ser observados impactos nas populações. Anos e décadas depois, podem gerar 

efeitos na estrutura e dinâmicas de comunidades e até mesmo prejudicar a função e 

a estrutura de ecossistemas (GOMES et al., 2000). 

O comportamento é um efeito em nível individual de um dado organismo e é 

definido pela ação ou reação a um determinado conjunto de circunstâncias, em níveis 

molecular, físico e/ou ecológico (SCOTT; SLOMAN, 2004). Alterações 

comportamentais resultam das condições a que um organismo está sujeito e 

representam um efeito agudo e/ou cumulativo. Representa, ainda, uma interface única 

entre fatores intrínsecos e extrínsecos que determinam a sobrevivência de um 

organismo (LITTLE et al., 1990; AMORIM, 2014). Inúmeros padrões comportamentais 

podem ser empregados como endpoints toxicológicos, por serem observados com 

facilidade e quantificados, parâmetros como feedback de medo/fuga; aspetos 

associados com a tendência de locomoção, capacidade de reprodução ou habilidade 

de alimentação; além da agressividade; memória; entre outros (AMORIM, 2014). 

LITTLE et al. (1990) indicaram quatro medidas de comportamento - atividade 

espontânea de natação, capacidade de nado, comportamento alimentar e 

vulnerabilidade à predação - para serem avaliadas como indicadoras de toxicidade 

subletal em animais expostos a contaminantes. 

 Alterações comportamentais podem ocorrer em concentrações 

significativamente inferiores às necessárias para causar efeitos fisiológicos evidentes 

(FAUCHER et al., 2006), mas capazes de alterar consideravelmente o comportamento 
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normal das espécies. A fisiologia e comportamento possuem uma relação instável, 

tanto os traços comportamentais (por exemplo, agressividade) como fisiológicos (por 

exemplo, taxa metabólica) frequentemente apresentam uma variação ampla e 

consistente entre indivíduos da mesma espécie e essa variação pode ter claras 

consequências para o condicionamento físico e a evolução das histórias de vida 

(BURTON et al., 2011). 

Alguns exemplos de compostos com este potencial incluem o etinil estradiol, 

presente nas pílulas anticoncepcionais e comum em águas residuais, com capacidade 

de diminuir a agressividade em diversos organismos; metais pesados, capazes de 

provocar o aumento dos custos metabólicos, afetando negativamente o balanço 

energético e levando a um aumento de comportamentos associados à predação 

(aumento da voracidade); ou ainda pesticidas, que afetam negativamente a 

capacidade de orientação e navegação (MONTIGLIO; ROYAUTE, 2014). 

A maioria das pesquisas conduzidas até hoje discutiu as respostas 

comportamentais diretas de peixes aos poluentes aquáticos, tais como 

preferência/distanciamento e tremores corporais (ARIAS et al., 2007). Mais 

recentemente, a pesquisa começou a enfocar os impactos de poluentes ambientais 

em comportamentos complexos de peixes que normalmente ocorrem na natureza 

(BIEGER et al., 2010). Por exemplo, a interrupção de comportamentos associados a 

forrageamento, evitar predadores, reprodução e hierarquias sociais pode ser mais 

relevante em termos ambientais do que respostas comportamentais simples a 

substâncias tóxicas ao considerar impactos potenciais em populações de peixes 

(KASUMYAN, 2001). 

De modo a evitar os impactos da poluição aquática em todos os ecossistemas, 

a pesquisa multidisciplinar torna-se cada vez mais importante (TURRA et al., 2017). 

Devido à sua integração inevitável com outros níveis de organização biológica, o 

comportamento deve ser considerado não isoladamente, mas como preditor e 

resultado de outros processos biológicos internos e externos (TUNDISI et al., 2006). 

Embora se considere um ponto de vista comportamental práticos, as medidas 

ecologicamente relevantes dos efeitos toxicológicos são importantes, na medida em 

que são condicionadas pela consideração concomitante de ambos os indicadores 

fisiológicos e ecológicos de toxicidade (VAMOSI; SCHLUTER, 2002). 
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Estudos de comportamento de peixes ocorrem principalmente em um ambiente 

de laboratório, onde as interações de pares ou grupos maiores de peixes são 

observadas em ambientes que variam de simples, quaternários ou coloniais, que 

simulam ecossistemas naturais (SLOMAN; ARMSTRONG, 2002). 

O complexo comportamental é necessário para a área de sobrevivência da 

produção de integração de muitos sistemas fisiológicos. Os sistemas sensoriais, 

hormonais, neurológicos e metabólicos contribuem para o desempenho desses 

comportamentos (FERREIRA et al., 2012). 

O metabolismo do peixe é influenciado por muitas funções fisiológicas diferentes. 

Disfunção metabólica causada por poluentes aquáticos poderia, por conseguinte, 

ocorrer devido à interrupção de vários níveis fisiológicos. Além disso, o metabolismo 

está intimamente associado ao estado comportamental dos peixes (SLOMAN et al., 

2000).  

Processos podem ter profundas influências no comportamento normal dos 

peixes. A desregulação metabólica de todo o organismo tem sido indicada de várias 

maneiras, mais comumente ilustradas por taxas metabólicas de restrição alterada (ou 

seja, consumo de oxigênio ou taxa de ventilação) ou diminuídas com desempenho (ou 

seja, velocidade crítica de natação) (MOURA, 2013). Por exemplo, metais pesados, 

cobre e cádmio e o pesticida organoclorado, dieldrin, mostraram alterar uma dessas 

variáveis (RAJOTTE; COUTURE, 2002). Mesmo que a exposição a substâncias 

tóxicas não altere a taxa metabólica, podem existir compensações metabólicas entre 

a desintoxicação e outros processos normais (WAHRLICH; ANJOS, 2001). HANDY et 

al (1999) expôs a truta arco-íris ao cobre a 500 mg/kg por dia durante 90 dias) e mediu 

a taxa metabólica e o comportamento de natação. Embora o consumo de oxigênio, as 

taxas de ventilação e a química sérica (glicose, triglicérides, proteínas, íons) não 

tenham sido afetados pela exposição ao cobre, a truta passou muito tempo realizando 

atividades rotineiras, sugerindo a extração de recursos metabólicos para compensar 

o efeito do tóxico. 
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3. OBJETIVOS 

 
O presente trabalho tem como objetivos, determinar a CL50 para o Dimilin® para 

a espécie Astyanax bimaculatus e analisar possíveis alterações provocadas pela 

exposição aguda, avaliando-se parâmetros hematológicos e morfológicos, além de 

aspectos comportamentais da espécie proposta para estudo. Este trabalho ainda 

propõe a desintoxicação do animal estudado, verificando a capacidade de 

recuperação orgânica. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS  

 

4.1. Animais 

 

Foram utilizados 150 peixes da espécie lambari Astyanax bimaculatus obtidos 

de tanques de terra da Piscicultura da Prata, Eugenópolis/MG, selecionados lambaris 

machos adultos sexualmente maduros. Os peixes foram utilizados para determinação 

da CL50-48h e para a realização dos ensaios experimentais. Os peixes foram 

adquiridos em novembro de 2018 na Fazenda Prata, em Eugenópolis, Minas Gerais 

(21°05′55″ S e 42°11′13″ O), na bacia do rio Paraíba do Sul e transportados para o 

Laboratório de Biologia de Peixes do DVT/UFV, onde foram aclimatados às condições 

do laboratório por um período de 20 dias em aquários com capacidade de 50L, 

obedecendo à razão de um centímetro de comprimento corporal de peixe para cada 

litro de água.  

Foi utilizada água livre de cloro e temperatura controlada em 24±1°C por meio 

de termostatos e termômetros, com monitoração duas vezes ao dia, com troca de 

água diária inferior a 10% do volume do aquário. Todos os aquários contaram com 

sistema de filtração (250L/h), e aeração contínua de água para garantir o bem estar 

dos peixes. A iluminação artificial foi mantida por um período de 12h/dia. Os peixes 

foram alimentados duas vezes ao dia (às 10 e às 16 h) com ração comercial para 

peixes contendo 28% de proteína, oferecida à vontade, seguindo manejo da 

piscicultura.  

Todo o material e as metodologias utilizadas nos ensaios estão indicados nas 

normas de bioensaios estabelecidas pelas resoluções da Associação Brasileira de 

Normas Técnicas NBR 15499 e NBR 15088 (ABNT, 2015; 2016) para avaliação da 

toxicidade de agentes químicos.  

Todos os procedimentos envolvendo os animais seguiram as recomendações da 

Comissão de Ética no Uso de Animais da UFV, tendo sido realizados e 

supervisionados pelo Dr. Laércio dos Anjos Benjamin, CRMV - MG 3387 (protocolo n. 

56/2017). 
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4.2. Agrotóxico 

 

Para a avaliação proposta, foi utilizado o inseticida diflubenzuron em sua 

apresentação comercial Dimilin® (CHEMTURA) em pó. As concentrações utilizadas 

no presente experimento foram estabelecidas após a levaram determinação da CL50-

48h.   

 

4.3. Determinação da CL50-48h do Dimilin® para A. bimaculatus 

 

De acordo com a resolução da Associação Brasileira de Normas Técnicas, NBR 

15088 (ABNT, 2016) para avaliação da toxicidade de agentes químicos, os testes 

preliminares foram conduzidos em sistema estático durante 48h, sem substituição ou 

sifonagem de água e sem alimentação durante o período de exposição ao Dimilin®. O 

teste de toxidade aguda para a determinação da concentração letal 50 (CL50) foi 

realizado a partir cinco concentrações para o produto e um grupo controle sem o toxico 

distribuídas de forma inteiramente casual (Controle; 5mg/L; 15mg/L; 45mg/L; 

135mg/L; 405mg/L).  

Foram utilizadas três repetições com cinco peixes para cada concentração do 

tóxico, totalizando 90 peixes. Os peixes foram mantidos em recipientes de plástico de 

1,5 L com cinco animais por repetição (Figura 3).  A contagem de peixes mortos foi 

realizada a cada 6h, por um período de 48h. A iluminação artificial foi mantida por um 

período de 12h/dia. 

 

Figura 3 – Teste de toxicidade aguda para a determinação da CL50 (GOULART, 2019). 
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Conforme o Guia 203 da OECD (2001), depois de definida a concentração da 

CL50-48h, as concentrações para 96h foram estipuladas sem extrapolar a proporção 

de 75% da dose subletal de Dimilin® encontrada na CL50-48h. Essa recomendação foi 

adotada porque a toxicidade de algumas substâncias pode ser maior ou menor 

dependendo da idade, sexo ou massa corpórea dos animais testes em relação à 

atuação de um mesmo tóxico. 

 

4.4. Aquários experimentais e aplicação do inseticida: exposição por 96 h 

 

Os testes de toxicidade aguda com o Dimilin® foram realizados baseando-se nas 

normas técnicas para teste em sistema estático (NBR 15088 - ABNT, 2016). Os testes 

para avaliação dos efeitos do inseticida após aplicação direta na água foram 

conduzidos em aquários de vidro.  

Foram utilizados um grupo controle e três diferentes concentrações (3,0; 6,0 e 

12,0 mg/L) do tóxico, com 12 animais por concentração, totalizando 48 animais. Nesse 

valor de 138 peixes foram incluídos 10% previstos para uma possível perda por 

mortalidade eventual durante essas fases experimentais. Assim, foram utilizados 150 

peixes para essa proposta de estudo. 

Durante o experimento os animais foram alimentados normalmente, levando em 

consideração a situação natural do peixe em seu meio ambiente. Por se tratar de um 

sistema estático, não foram realizadas limpeza e troca de água dos aquários durante 

o período experimental (96h), a fim de conservar as concentrações do tóxico na água. 

Como não ocorreu renovação de água, os aquários foram aerados constantemente 

com difusores conectados a um soprador de ar. A iluminação artificial foi mantida por 

um período de 12h/dia e a temperatura controlada em 24±1°C por meio de termostatos 

e termômetros, com monitoração duas vezes ao dia. 

Os grupos experimentais foram então constituídos, cada um por 12 animais, com 

três diferentes concentrações do Dimilin® e um grupo controle sem o tóxico, 

totalizando 48 animais. As concentrações utilizadas foram estabelecidas após a 

determinação da CL50-48h. Previamente a este procedimento, os animais foram 

pesados com a finalidade de se formarem grupos homogêneos. Ao longo do período 

experimental, foram observadas e anotadas a mortalidade e a sobrevivência dos 
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animais. Os peixes também foram monitorados quanto ao comportamento social e 

estabilidade na água do aquário. 

As amostras de testículos de seis peixes por concentração foram coletadas 

após o período de 96h, com os peixes sendo anestesiados com solução de 

benzocaína 1:10.000, seguida de eutanásia por aprofundamento da anestesia, para 

os procedimentos de pesagem, determinação do comprimento e obtenção de testículo 

e sangue para estudo. 

 

4.5. Transferência para água livre do tóxico: período de desintoxicação  

 

Ao final do tempo proposto de 96h, os demais peixes, seis de cada 

concentração, foram transferidos para aquários contendo água livre do tóxico para se 

avaliar possíveis recuperações durante o período proposto de sete dias. Os peixes 

ficaram em água limpa, em aquários com aeração contínua, filtro mecânico, e troca 

de água diária inferior a 10% do volume do aquário. A iluminação artificial foi mantida 

por um período de 12h/dia. A temperatura foi controlada entre 24±1ºC por meio de 

termostatos e termômetros, sendo sua aferição realizada duas vezes ao dia no mesmo 

instante em que foi disponibilizada alimentação à vontade com ração comercial para 

peixes. As amostras de testículos de seis por concentração foram coletadas após o 

período de sete dias, com os peixes sendo anestesiados com solução de benzocaína 

1:10.000, seguida de eutanásia por aprofundamento da anestesia, para os 

procedimentos de pesagem, determinação do comprimento e obtenção de testículo e 

sangue para estudo. 

 

4.6. Avaliação comportamental 

 

Um etograma com parâmetros comportamentais para peixes foi feito (Quadro 1), 

usando o método de amostragem de varredura instantânea. Os comportamentos 

analisados foram agrupados em categorias: movimentação, interação agonística, 

manutenção e comportamentos associados ao estresse, usando o método ad libitum 

na experimentação e se baseiam na metodologia utilizada por SOARES et al. (2016).  
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Quadro 1 – Categorias de comportamentos a serem analisados. 

Categoria Comportamento Descrição 

Movimentação 

Nado lento Nado lento em qualquer direção 

Nado rápido Nado rápido em qualquer direção 

Nado em grupo Deslocamento dirigido de vários animais, lento ou rápido 

Emerge e 
submerge Emerge na superfície, apresenta resp. aérea rápida e submerge 

Sem 
movimentação Não apresente deslocamento de pelo menos 5s 

Interação 
agonística 

Perseguição Nado rápido em direção ao oponente, fazendo ou não contato físico 

Escape Afaste-se da perseguição ou ataque do oponente 

Ataque frontal Ataque mútuo com a posição de boca aberta, enfrentando outros peixes 

Ataque lateral Ataque, mordendo o lado do corpo do oponente 

Comportamentos 
associados ao 

estresse 

Respiração aérea Respiração aérea por, pelo menos, 5s 

Pulando Pulando para fora da superfície da água 

Nado errático Deslocamento em espiral 

Deitado no fundo Imobilidade no fundo do aquário por pelo menos 5s 

Nado na superfície Deslocamento próximo à superfície 

Coprofagia Comendo fezes 

Parado 
verticalmente Posição vertical de cabeça para cima por, pelo menos, 5s 

Fonte: SOARES et al. (2016). 

 

O padrão de comportamento foi dividido em três categorias, quanto à 

movimentação, interação social e comportamentos associados ao estresse. Foram 

realizadas observações em 16 parâmetros para cada aquário, duas vezes ao dia, 

sendo que o tempo de observação foi de aproximadamente um minuto seguido por 

um minuto de espera (esse período de descanso é importante para que não se crie 

um viés de observação), perfazendo 30 minutos por aquário por dia, totalizando 5 

(cinco) observações (SOARES et al., 2016). 
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Foram registradas observações comportamentais duas vezes ao dia durante o 

teste agudo, utilizando uma tabela binária graduada em 0 (zero) e 1 (um), sendo o 0 

(zero) quando não foram observadas modificações de acordo com a categoria 

avaliada, e 1 (um) para quando observadas, com base em um ponto fixo a uma 

distância de 1,5 m do aquário, distância utilizada para não influenciar o 

comportamento dos peixes, conforme orientação de SOARES et al. (2016).  

As atividades dos animais foram registradas usando o método de amostragem 

de varredura instantânea, onde uma varredura rápida de todo o grupo amostral foi 

feita em intermissões regulares, e o comportamento de cada espécime foi registrado 

naquele instante. Uma única inspeção pode levar de poucos segundos a minutos, de 

acordo com o tamanho do grupo, levando em conta também o número de informações 

registradas para cada categoria (ALTMANN, 1974).  

Ainda que as analogias tenham sido periodicamente vistas entre características 

fisiológicas e comportamentais específicas em diversos animais, a origem dessas 

associações tem variado. Uma origem importante dessas alterações é a influência de 

estressores ambientais, que são capazes de revelar, mascarar ou modular a 

covariação em características fisiológicas e comportamentais (BURTON et al., 2011).  

 

4.7. Obtenção de dados biométricos 

 

Após as 96h do ensaio experimental e do período de sete dias de 

desintoxicação, foram coletados seis peixes de cada aquário (grupos controles e 

tratados). Foram obtidos dados biométricos como peso corporal, comprimento total e 

comprimento padrão. As medidas de comprimento, em centímetros, foram obtidas 

com auxílio de paquímetro (Figura 4). 
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Figura 4 – Medidas de comprimento obtidas com auxílio de paquímetro (GOULART, 
2019). 

 

 

O peso corporal, em gramas, foi determinado em balança de precisão com 

sensibilidade de 0,01g (Figura 5). Os valores de comprimentos total e padrão e peso 

corporal foram obtidos para cada animal e, posteriormente, calculou-se média e 

desvio padrão para cada grupo estudado. A partir desses valores foi determinado o 

fator de condição. 

 

a) Fator de condição (K)  

 K =  PCx100                                                  PC= peso corporal 

        CP3                                                        CP= comprimento-padrão      

    

Figura 5 – Peso corporal em balança de precisão (GOULART, 2019).  

 

 

Para averiguar a homogeneidade dos lotes foi feita uma comparação nos e 

entre experimentos nas várias concentrações utilizadas avaliando os parâmetros de 

peso corporal, comprimento padrão e comprimento total dos peixes. A tabela 3 

apresenta as médias de peso, comprimento total e comprimento padrão e fator de 

condição para A. bimaculatus de cada grupo experimental após exposição ao Dimilin® 

por 96h seguido de período de desintoxicação por sete dias.
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Tabela 3 – Comprimento total (mm), comprimento padrão (mm), peso corporal (g) e fator de condição (g/cm) para A. bimaculatus em 
cada grupo experimental após exposição por 96h ao Dimilin® seguido de desintoxicação por sete dias. 

Concentração Comprimento total Comprimento padrão Peso corporal Fator de condição 

96h 7 dias 96h 7 dias 96h 7 dias 96h 7 dias 

Controle 64,39a±3,37 64,00a±12,61 53,47a ±2,76 50,42a±9,89 3,74a ±0,61 4,08a±2,49 0,55a±0,06 0,60a±0,21 

3mg/L 60,4a±6,71 57,64a±6,57 48,37a ±5,18 46,49a±5,09 2,91a±0,97 2,79a±0,91 0,42a±0,10 0,47a±0,10 

6mg/L 65,58a±3,23 60,80±2,49 52,9a ±2,29 48,85a±3,02 3,63a±0,49 3,09a±0,47 0,52a±0,03 0,50a±0,06 

12mg/L 63,34a±6,20 57,97a±7,06 51,36a±4,80 44,2a3±6,30 3,42ª±0,80 2,56a±1,16 0,46a±0,09 0,43a±0,15 

Valores expressos como média ± desvio padrão. Letras minúsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenças estatísticas (P<0,05) entre as 
concentrações no período experimental (96h ou 7 dias). Dados não paramétricos, teste de Kruskal-Wallis.
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Dentro da mesma espécie, peixes menores apresentam menor resistência a 

agentes tóxicos quando comparados com peixes maiores (SILVA et al., 2016). Assim, 

os grupos experimentais foram constituídos de lotes de tamanhos homogêneos, 

demonstrados na tabela 4, para evitar que o efeito do tóxico sofresse interferência 

deste fator. Nos testes de toxicidade efetuados, a população foi isomórfica de acordo 

o padrão estabelecido pelo guia OECD 203 (OECD, 2001). 

                           

4.8. Análise de água 

 

A água foi amostrada no início (antes da aplicação do inseticida) e no final do 

experimento para cada uma concentração de cada um dos aquários experimentais e 

encaminhadas para análise no Laboratório de Engenharia Sanitária e Ambiental, do 

Departamento de Engenharia Civil/UFV, Viçosa/MG. Foram determinados os valores 

de turbidez, oxigênio dissolvido, demanda bioquímica de oxigênio (DBO, mg/L O2), 

amônia (mg/L NH3), dureza Ca (mg/L CaCO3), dureza Mg (mg/L CaCO3), cloro (mg/L 

Cl2), dureza total (mg/L CaCO3). 

O pH foi monitorado diariamente no laboratório utilizando-se de um kit de teste 

para aquário (Figura 6), juntamente com a temperatura que foi monitorada por meio 

de termômetro. 

 

Figura 6 – Kit Labcon Test (GOULART, 2019). 

 

 

A manutenção dessa água em caixa d’água de 1000L com durante 10 dias, com 

aeração contínua, antes da aclimatação dos animais nos aquários visou reduzir o cloro 

molecular, controlar a temperatura e estabilizar os demais parâmetros físico-químicos. 
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4.9. Coleta de amostras 

 

Foram coletadas amostras de testículos de seis animais por concentração para 

se avaliar alterações morfológicas após 96h de exposição ao tóxico, com os peixes 

sendo anestesiados com solução de benzocaína 1:10.000, seguida de eutanásia por 

aprofundamento da anestesia, para os procedimentos de pesagem, determinação do 

comprimento e obtenção do tecido para estudo. A remoção dos fragmentos dos 

testículos ocorreu após incisão longitudinal ventral da parede da cavidade celomática. 

O fixador usado foi o paraformaldeído a 4% em tampão fosfato pH 7,2. Após a fixação, 

os fragmentos de testículo foram transferidos para álcool 70%.  

Os fragmentos foram destinados à inclusão em resina glicol-metacrilato 

(Historesin/Leica). Nesse caso, o material transferido em álcool 70% foi trocado para 

álcool 90% por 4h. Em seguida, foi mantido em uma solução álcool: resina 1:1, por 

12h, transferido para resina de infiltração onde permaneceu por mais 24h, e logo após 

foi incluído em historesina pura + endurecedor. As amostras foram incluídas em 

moldes apropriados e colocadas em estufa (60º C/24 h).  

Após a polimerização da historesina, as amostras foram colocadas em pequenos 

blocos de madeira para a realização de cortes de 3μm de espessura em micrótomo 

Leica 2055 Multicut, com navalha de vidro, e utilizados para as mensurações celulares 

e descrição das características morfológicas observadas nos grupos controles e nos 

grupos tratados. Os cortes foram colocados em lâminas e corados com azul de 

toluidina e hematoxilina-eosina, montadas com Entellan (Merck), analisadas em 

microscópio de luz e as imagens foram capturadas por meio de câmera digital Moticon 

580, 5.0 MP, acoplada a fotomicroscópio Olympus CX31, para estudos morfométricos.  

 

4.10. Hematologia 

 

Para estudos hematológicos, o sangue foi coletado por punção cardíaca 

utilizando seringas de insulina descartáveis com agulha 13x4,5 contendo 

anticoagulante heparina (Figura 7).  
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Figura 7 – Sangue coletado por punção cardíaca (GOULART, 2019). 

 

 

O hematócrito (HCT) foi realizado em duplicatas (GOLDENFARB; BOWYER; 

HALL, 1971), e seguindo o protocolo de AMEND; SMITH (1974).  A determinação do 

hematócrito (HCT) foi conduzida a partir de um pool de seis peixes para cada 

concentração, os resultados foram analisados por meio de estatística descritiva. 

Para contagem diferencial dos leucócitos foram produzidas lâminas de extensão 

confeccionadas em duplicata e coradas segundo ROSENFELD (1947).  A contagem 

diferencial fornece a porcentagem relativa de cada tipo de glóbulo branco e também 

ajuda a revelar populações anormais de glóbulos brancos (HRUBEC; SMITH, 2010). 

O número total de leucócitos foi obtido subtraindo a porcentagem de trombócitos do 

total de leucócitos mais trombócitos contados com uma câmara de Neubauer. Com o 

número total de leucócitos (leucócitos; /mL) e o número relativo de leucócitos (%), foi 

possível calcular o número absoluto (/mL) de neutrófilos (Nf), linfócitos (Lf), monócitos 

(Mf), eosinófilos (Ef), basófilos (Bf), células granulocíticas especiais (SGC) e 

trombócitos (Trb) encontrados nas amostras de esfregaço de sangue, conforme 

proposto por HRUBEC; SMITH (2010). 
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4.11. Análise histológica 

  

 Foi realizada a análise histomorfométrica. Para cada animal foram analisados 

10 campos, comparando-se o tecido dos animais de cada tratamento com o dos 

animais do grupo controle. Os dados morfométricos foram obtidos por meio de 

mensurações de núcleos de células da linhagem espermatogênica (espermatogônias 

A e B, e espermatócitos I e II), dos cistos de espermatócitos I e II e dos cistos de 

espermátides (Figura 8). 

 
Figura 8 – Organização estrutural do testículo. Em destaque: SgA. Espermatogônia A 
ou primária; SgB. Espermatogônia B ou secundária; L. Luz do túbulo com 
espermatozoides e secreção tubular; Se. Célula de Sertoli delimitando um cisto; Spc 
I. Cisto de espermatócito primário; Spc II. Cisto de espermatócito secundário; Alb. 
Albugínea testicular. HE. Aumento: 100X. Encartes: 400X. Fonte: SILVA FILHO 
(2010). 
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Foram mensurados 10 núcleos de cada geração de espermatogônias (A e B) 50 

núcleos de espermatócitos I e II, e 10 cistos de espermatócitos I, 10 de espermatócitos 

II e 10 de espermátides. O diâmetro médio foi calculado a partir do valor de dois 

diâmetros dispostos perpendicularmente entre si (Figura 9). As mensurações foram 

realizadas no programa Image J. (Media Cybernetics).  

  

Figura 9 – Morfometria dos cistos de espermatócitos e dos núcleos espermatogônias. 
A. Diâmetro de cistos de espermatócitos I; B. Diâmetro de cistos de espermatócitos II; 
C. Diâmetro do núcleo espermatogônia A; D. Diâmetro do núcleo de espermatogônia 
B. 400X.HE. Fonte: SILVA FILHO (2010). 
 

   
                 A                                         B                                     C                                        D 
 
 

4.12. Análise estatística 

 

As variáveis quantitativas foram submetidas aos testes de normalidade 

(Lilliefors) e homocedasticidade (Cochran e Barttlet) e, posteriormente à análise de 

variância para testar as variações nos valores médios nos momentos das coletas entre 

os grupos controle e os grupos tratados. Quando apresentaram significância, foi 

realizado o teste de Tukey (P<0,05) para comparar as médias entre tratamentos 

quando foram registradas diferenças significativas. Quando não atenderam às 

premissas de normalidade e homocedasticidade, mesmo após as transformações 

apropriadas, os dados foram submetidos ao teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis 

(SAEG, 1999).   

 
 
 
 
 
 



51 
 

 
 

 5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1. Determinação da CL50-48h do Dimilin® para Astyanax bimaculatus 

 

A CL50-48h calculada nesse teste foi de 97,1mg/L, e o intervalo de confiança 

obtido pela média móvel foi de 63,8 a 147,6 mg/L (P<0,05). A concentração de 

405mg/L de Dimilin® foi suficiente para levar à morte todos os peixes em apenas 24h 

(Tabela 3). A mortalidade do grupo controle foi inferior a 20%, dentro do limite máximo 

aceito pela norma vigente para realização do teste de toxicidade aguda em sistema 

de água estático, validando os dados (NBR 15499, ABNT, 2015). 

GOULART (2012) calculou a CL50-96h do Dimilin® para o mato grosso H. eques 

de 22,4mg/L com intervalo de confiança de 13,9 a 34,8 mg/L obtido pela média móvel 

(P<0,05) a uma temperatura média de 22,4ºC. FISCHER; HALL (1992) testaram a 

CL50-96h do Dimilin® para a espécie Fundulus hereroclitus e encontraram o valor de 

32,99mg/L. Para tilápia-do-Nilo, a CL50-96h do Dimilin® encontrada nos estudos de 

ABE (2012) foi de 15,43mg/L. CL50-96h de 152mg/L de Dimilin® para Poecilia reticulata 

foi calculada por SOUZA (2008).  

Durante a realização do presente teste para determinação da CL50-48h do 

Dimilin® para o peixe lambari, foi observado comportamento anormal nos peixes, 

essas alterações também foram observadas por MONTOYA (2008) em Oreochromis 

niloticus e por SILVA FILHO (2010) em Astyanax aff. bimaculatus expostos ao 

Thiodan® (endosulfan), e por NUNES (2011) em H. eques expostos ao Roundup 

Transorb®. 

 

5.2 . Análise de água  

 

Todos os parâmetros físico-químicos mensurados encontraram-se em 

conformidade com as condições de cultivo e criação de peixes tropicais em geral, 

baseando-se no HUET (1983), bem como com a resolução nº 357 do CONAMA 

(2005), que determina a classificação dos corpos de água e diretrizes ambientais para 

o seu enquadramento (Tabela 4).  
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Tabela 4 – Parâmetros físico-químicos da água para A. bimaculatus em cada grupo 
experimental após exposição por 96h ao Dimilin® seguido de 
desintoxicação por sete dias. 

 

Parâmetros 

 

Dia 0 

96h  

 7 dias 

 

Valor de 
referência Controle 3mg/L 6mg/L 12mg/L 

pH 7,6 7,0 7,2 7,3 7,5 7,5 6,0-9,0 (*) 

Temperatura (oC) 22,0 21,6 22,0 21,0 21,5 24,4 22-26 (**) 

Turbidez (UNT) 1,91 2,64 3,68 19,56 30,28 2,55 <40,00 (*) 

OD (mg/L O2) 5,04 5,29 5,63 5,04 3,28 3,78 - 

DBO (mg/L O2) 1,18 1,93 2,07 2,73 4,24 2,14 <5, 0 (*) 

Amônia (mg NH3/L) ND ND ND ND ND ND 0 a 0,25 (*) 

Dureza Ca  

(mg/L CaCO3) 

13,6 17,00 13,60 13,60 11,90 7,93 < 20mg/L(**) 

Dureza Mg  

(mg/L Mg(HCO3)2) 

13,59 11,89 15,29 18,69 20,40 3,37 < 200mg/L(**) 

Cloro (mgCl2/L) <limite <limite <limite <limite <limite <limite 0,01 (*) 

Dureza Total 

 (mg/L CaCO3) 

27,2 28,9 28,9 32,3 32,3 27,2 20-400 (***) 

ND= Não Detectado (*) CONAMA 357/05 (Classe 2 - Conselho Nacional do Meio Ambiente. (**) CASAL 
(2010). (***) SWANN (2008). 

 
 

Os parâmetros indicadores da qualidade da água utilizada para realização do 

experimento foram aferidos para garantir que estas alterações não ocasionassem a 

mortalidade ou mesmo alterações na toxicidade do produto sobre o animal e, 

especialmente, sobre os testículos e o sangue. A qualidade da água foi mantida em 

condições adequadas para peixes ao longo dos períodos experimentais. A água 

utilizada nas duas etapas do experimento foi a água tratada para consumo humano, 

porém livre de cloro.  

O pH esteve dentro da faixa considerada por CASAL (2010) como ideal para a 

espécie, que é de 5,0 a 7,8. O bom crescimento dos peixes ocorre quando os níveis 

de oxigênio estão superiores a 6mg/L. O pH recomendado para peixes tropicais 
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encontra-se entre 5,5 e 9, visto que valores inadequados podem prejudicar o 

desempenho dos peixes.  

Os teores médios de amônia não ionizada encontrados no experimento de 

intoxicação 96h (não detectado, inferiores a 0 a 0,25 ± 0,001 mg/L) não apresentaram 

qualquer risco de toxicidade para os animais por encontrarem-se dentro dos níveis de 

tolerância estabelecidos para peixes neotropicais (HUET, 1983). 

Os valores da temperatura aferida ficaram entre os desejados para cultivo e 

criação de peixes tropicais, que varia entre 20,0 a 28,0°C (CYRINO; ROUBACH; 

FRACALOSSI, 2012) propiciando estudar a resposta ao agrotóxico em condições 

ideais nesse parâmetro. 

Para SWANN (2008) valores de dureza total aceitáveis estão entre 20-400 mg/L, 

valores de dureza total maiores que 20mg/L devem ser mantidos para um ótimo 

crescimento de organismos aquáticos. A qualidade da água foi mantida em condições 

adequadas para peixes ao longo dos períodos experimentais, e os parâmetros 

mensurados não indicaram interferência ou sinergismo com a ação do produto 

testado. 

 

5.3 . Análise comportamental 

 

O parâmetro nado lento (NL) foi o evento de comportamento mais observado 

para todos os grupos, os grupos expostos ao Dimilin® por 96h apresentaram aumento 

significativo quando comparados ao controle pelo teste de Kruskal-Wallis (p <0,05), 

principalmente os expostos à concentração de 3mg/L. Essa foi a única diferença 

estatística encontrada na categoria relacionada a movimentação (Tabela 5). 

Com relação às categorias de interação agonística, comportamentos exibidos 

(Tabela 5) aumentaram (P<0,05) em relação ao controle. Tais comportamentos 

também foram observados por SCOTT; SLOMAN (2004) que relatam que a exposição 

aos agrotóxicos pode motivar um desequilíbrio social entre os peixes e pode aumentar 

ou diminuir esses comportamentos agonistas. De acordo com SLOMAN et al. (2003), 

a sensibilidade aos tóxicos é capaz de interferir nos parâmetros comportamentais 

ligados ao status social, podendo tornar os peixes subordinados mais propensos à 

agressividade, reforçando os resultados encontrados neste estudo. Espécimes com 
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linhas sociais específicas conseguiriam, assim, apresentar alterações no 

comportamento que exageram as associações observadas entre as características 

fisiológicas e comportamentais dentro de um mesmo ambiente de exposição ao tóxico 

(SLOMAN et al., 2003), conforme os ambientes expostos ao Dimilin® no presente 

experimento. 

 

Tabela 5 – Análise dos parâmetros comportamentais do A. bimaculatus expostos ao 
Dimilin® por 96h. 

Parâmetro Controle 3mg/L 6mg/L 12mg/L 

Nado lento (NL) 15b±6 15a±0 11,8a±0,40 10,2a±0,75 

Nado rápido (NR) 13,4±2,73 12±2,73 11,8±2,93 11±3,58 

Nado em grupo (NG) 14,6±0,80 15±0 14,8±0,40 12,2±5,60 

Emerge e submerge (ES) 10,2±5,88 12,2±2,71 5±2,28 5,2±3,19 

Sem movimentação (SM) 4,4±5,95 14,4±0,80 11,2±5,58 12±1,73 

Perseguição (PG) 3,2±5,91 10,4±3,83 9,6±0,71 9,8±1,47 

Escape (EP) 0,4a±0,49 8,8a±3,20 9,6bc±0,71 9,8bc±1,47 

Ataque frontal (AF) 0,4a±0,49 5,4a±2,58 7,4b±1,09 8,6c±1,74 

Ataque lateral (AL) - 3b ±1,53 2,4a±1,09 2,4a±1,85 

Respiração aérea (RA) - 0,4±0,80 0,4±1,85 1,6±1,20 

Pulando (PL) - 0,4±0,45 1,8±0,49 2,6±1,74 

Nado errático (NE) - 0,6±0,80 1,6±1,83 3,6±2,33 

Deitado no fundo (DF) - 1±1,55 0,4±2,33 1±0,63 

Nado na superfície (NS) - 0,8±0,98 1±0,49 1,4±1,20 

Coprofagia (CP) - 2,2a±2,23 2,4a±1,26 3b±0,89 

Parado verticalmente (PV) - 0,2a±0,40 1a±1,36 2,6b±1,02 

Valores expressos como média ± desvio-padrão. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenças 
estatísticas (P<0,05). Dados não paramétricos, teste de Kruskal-Wallis. 
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Para comportamentos associados ao estresse (Tabela 5) foram observadas 

alterações comportamentais (P>0,05) para os parâmetros coprofagia (CP) e parado 

verticalmente (PV) em todos os grupos experimentais, principalmente na maior 

concentração (12mg/L). SARIKAYA et al. (2004) que estudaram os efeitos do 

inseticida neurotóxico fenitrotiona em Corydoras paleatus, e observaram alterações 

comportamentais como nado errático, ausência de movimento temporário (parado 

verticalmente) e copofragia. Estes comportamentos foram aumentados no 

experimento quando a concentração de fenitrotiona foi maior. Com os parâmetros 

comportamentais de coprofagia (CP) e parado verticalmente (PV) verificados neste 

trabalho, pode-se dizer que os peixes sofreram interferência do Dimilin® no seu 

comportamento, conforme analisado por SARIKAYA et al. (2004). 

Entre os comportamentos relacionados ao estresse, pulando (PL), nado 

errático (NE), deitado no fundo (DF) e nado na superfície (NS) só foram observados 

nos grupos expostos ao Dimilin® (Tabela 5). De acordo com KOLOK; HARTMAN; 

SERSHAN (2002), os contaminantes químicos podem ampliar as relações entre 

características fisiológicas e comportamentais, existindo variação intraespecífica na 

resistência fisiológica aos poluentes, gerando o potencial de desarmonia 

comportamental associada durante exposição aos tóxicos, inferindo diretamente em 

comportamentos correlacionados ao estresse. 

A toxicologia comportamental aflorou como uma ferramenta promissora para 

preencher a divisão que existe nos experimentos entre laboratório e campo, e 

segundo PYLE; FORD (2017) o comportamento animal engloba a fisiologia animal e 

as circunstâncias ambientais a que este animal está submetido, corroborando assim 

as observações feitas neste estudo. 

 

5.4 . Análises hematológicas 

 

Como pode-se observar na tabela 6 nota-se uma redução significativa entre o 

hematócrito (HCT) do grupo controle e o HCT dos grupos expostos ao Dimilin® por 96 

h, principalmente na maior concentração (12mg/L). As alterações observadas nas 

taxas de HCT neste estudo após 96 h de exposição do Astyanax bimaculatus ao 

Dimilin® (Tabela 6) mostram uma condição anêmica dos peixes, que pode ser 
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consequência da diminuição na biossíntese das células vermelhas do sangue. Este 

estado pode causar baixa no rendimento do transporte do oxigênio para os tecidos 

(CLAUSS; DOVE; ARNOLD, 2008).  

 

Tabela 6 – Valores de HCT e ocorrência de hemólise para Astyanax bimaculatus após 
exposição por 96h ao Dimilin® seguido de desintoxicação por sete dias. 

Parâmetro Controle 3mg/L 6mg/L 12mg/L 

HCT 96h 12 8 3 2 

HCT 7 dias 10 12 10 10 

Hemólise 96h Discreta Discreta Ausente Moderada 

Hemólise 7 dias Discreta Discreta Ausente Moderada 

HCT= Expresso em %. Análise descritiva. Pool de 6 (seis) peixes. 

 

O Brycon cephalus (Günther, 1869) foi exposto a uma concentração de 2mg/L 

de metil paration por 96h e apresentou redução nos valores de hematócrito (AGUIAR 

et al., 2004), dados que corroboram os obtidos no presente estudo. De acordo com 

AGUIAR et al. (2004) essa redução pode indicar uma anemia. Anemia geralmente 

vem a ser anemia microcítica, pois os eritrócitos imaturos complementam a 

multiplicidade das células na passagem periférica e são de menor tamanho que os 

eritrócitos maduros (CLAUSS; DOVE; ARNOLD, 2008).  

Segundo SVOBODA et al. (2001) Cyprinus carpio também apresentou queda 

nos valores de hematócrito quando exposta por 96 h a 32,5mg/L de diazinon. A queda 

nos valores de hematócrito se dá devido à ação interruptora do agrotóxico no tecido 

eritropoiético. De acordo com os autores SVOBODA et al. (2001) essa queda e a ação 

interruptora no tecido eritropoiético afeta a viabilidade das células sanguíneas. Outro 

fator que também afeta o tecido eritropoiético e pode causar a queda do HCT é a 

associação às lesões das brânquias, que levam a uma hipóxia interna, ocasionando 

as alterações da eritropoiese (AREECHON; PLUMB, 1990). 

O hematócrito do A. bimaculatus para o grupo controle (Tabela 6) é inferior ao 

descrito por PEREIRA et al. (2018) para o mesmo peixe que foi de 33,0±3,0. Porém, 

além de se tratar de espécie coletada em condições ambientais diferentes, deve-se 
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levar em consideração o tamanho dos espécimes analisados, já que indivíduos de 

tamanhos diferentes possuem taxa de metabolismo intermediário relacionadas 

diretamente ao seu tamanho corporal, sendo capaz de interferir nas suas taxas 

hematológicas (TAVARES-DIAS et al., 2000). Outras condições como sazonalidade, 

sexo, maturação gonadal, o estado nutricional e variação genética também 

influenciam expressivamente as variáveis hematológicas (KORI-SIAKPERE, 1985).  

Existem ainda as diferenças nos protocolos de coletas de sangue, que também 

podem influenciar resultados hematológicos finais em peixes, como o tipo de 

anticoagulante empregado. TAVARES-DIAS; SANDRIN (1998) compararam os 

anticoagulantes heparina e EDTA, e demonstraram que o hematócrito e a 

hemoglobina do sangue coletado com seringas heparinizadas apresentaram maiores 

valores que o sangue colhido com seringas utilizando EDTA, se empregando um 

mesmo animal, essas são dificuldades de trabalhar com hemograma em peixes, mas 

não invalidam os dados obtidos. 

Após a recuperação de sete dias (Tabela 6) o hematócrito da maior 

concentração (12mg/L) mostrou aumento de 400% em relação ao período de 

intoxicação de 96h; as demais concentrações também apresentaram valores 

aumentados quando comparados a esse período, podendo supor assim que ao se 

analisar o HCT, no período de sete dias os peixes conseguiram recuperar esse 

parâmetro sanguíneo. Essa mesma situação foi observada por CERQUEIRA; 

FERNANDES (2002) quando avaliaram dos parâmetros de bioquímica sanguínea em 

curimbatá (Prochilodus scrofa) após 96h de exposição ao cobre, e após a 

transferência para água potável para se avaliar possíveis recuperações. O 

hematócrito, glóbulos vermelhos e concentração da hemoglobina mostraram aumento 

significativo após a exposição ao cobre, com estabilização no sétimo dia de água 

limpa, indicando que para esses dois poluentes sete dias de desintoxicação em água 

limpa talvez sejam suficientes para que o HCT se reestabeleça.  

EL-SHERIF; FEKY; AMAL (2008) investigaram o efeito bioquímico do diazinon 

no estudo com O. niloticus (0,28 e 1,87 ppm por 30 dias). A exposição dos peixes 

tratados a sete dias de depuração em água limpa proporcionou recuperação no 

conteúdo total de proteínas do soro sanguíneo. Os autores concluíram que a boa 

administração ambiental dos corpos de água pode proteger a saúde humana e o meio 
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ambiente dos pesticidas perigosos. Assim, a avaliação das respostas metabólicas ao 

se comparar os resultados do hematócrito do Astyanax bimaculatus no período de 

desintoxicação de sete dias após exposição ao Dimilin® por 96h, revelou que estes 

foram restabelecidos, como se esperava haver uma melhora na necessidade 

metabólica para que ocorresse a desintoxicação do organismo (Tabela 6).  

O efeito hemolítico tendo agentes tóxicos como principais responsáveis ocorre 

através de mecanismos que não são específicos, podendo acontecer quando ocorre 

a solubilização da membrana plasmática do eritrócito; está membrana se rompe por 

tornar-se em mais tênue. Outro fator que pode levar a hemólise é a incidência da lise 

osmótica, mediante variação que a hemácia sofre na permeabilidade da membrana 

plasmática (APARICIO et al., 2005). Em contrapartida, agrotóxicos também podem 

provocar hemólise através da oxidação da hemoglobina, produzindo metemoglobina 

(BUKOWSKA; KOWALSKA, 2004). Estes fatores podem ter influenciado na hemólise 

durante este experimento (Tabela 6).  

Deve-se levar em consideração também que algumas causas no decorrer da 

coleta de sangue podem ocasionar a hemólise in vitro. Um dos fatores mais relevantes 

pode ser o excesso de manuseio e pressão em cima da região que vai ser puncionada. 

É preciso também tomar cuidado ao aspirar o sangue, para que não seja muito rápido 

para dentro da seringa, e também não se deve utilizar um calibre muito pequeno na 

agulha da coleta (BASTOS; BERNER; RAMOS, 2010; SARMENTO, 2005). Talvez 

seja um dos fatores de interferência na hemólise deste experimento, ao se observar a 

formação de hemólise mesmo nos grupos de peixes não estavam expostos ao tóxico. 

Isso por que, devido ao tamanho e peso dos peixes, necessitou-se de agulha de 

pequeno calibre e podendo interferir no resultado da amostra, sendo umas das 

limitações encontrados na coleta. 

Os valores de linfócitos, células elípticas de núcleo fusiforme, e eosinófilos, 

células pequenas de núcleo arredondado, encontrados no presente estudo não 

apresentaram diferenças significativas entre os grupos analisados tanto para o 

experimento de 96h quanto para o experimento de desintoxicação de sete dias 

(Tabela 7). PIMPÃO et al. (2005), ao estudarem o tóxico deltametrina na concentração 

de 0,3mg/kg durante 96h de exposição ao peixe nativo Ancistrus multispinis, também 
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não encontraram diferença significativa entre os grupos tratados e o grupo controle 

para os parâmetros de células sanguíneas mensuradas.  

Observou-se diminuição de neutrófilos e eosinófilos e aumento de linfócitos e 

monócitos nos grupos expostos ao Dimilin® quando comparados com o grupo 

controle. No experimento de 96h, os neutrófilos demonstraram diferença entre os 

grupos (Tabela 7). Os neutrófilos em peixes são células arredondadas e com núcleo 

em bastonete ou redondo (RANZANI-PAIVA et al., 2000). A queda no número de 

neutrófilos nos grupos das concentrações 3mg/L e 12mg/L (Tabela 7) pode indicar em 

um primeiro momento estresse metabólico, causando um possível enfraquecimento 

do sistema imunitário. Entretanto, o aumento no número de neutrófilos na CII pode 

indicar possível reação de defesa, preparando para que o organismo possa combater 

o estressor, já que estas células sanguíneas estão diretamente ligadas ao sistema 

imune não-específico e são as primeiras células a serem solicitadas diante das 

infestações com parasitas ou outros estressores como poluentes e agrotóxicos 

(CASTRO, 2006). Isso pode assinalar que cada organismo responde de forma 

diferente às diferentes concentrações do agrotóxico. 
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Tabela 7 – Valores médios e desvios padrão de neutrófilos, linfócitos, monócitos, eosinófilos e trombócitos para A. bimaculatus em 
cada grupo experimental após exposição por 96h ao Dimilin® seguido de desintoxicação por sete dias. 

Concentração Neutrófilos Linfócitos Monócitos Eosinófilos Trombócitos 

96h 7 dias 96h 7 dias 96h 7 dias 96h 7 dias 96h 7 dias 

Controle 9,2aA±3,24 7,5aB±2,38 41,4aA±7,41 70,6aB±1,98 4,2aA±2,41 5,1aA±1,46 1,2aA±1,46 1,6aA±1,90 44aA±10,89 15aB±1,93 

3mg/L 5,6aA±2,76 7,5aB±2,33 55aA±7,86 48,5aB±4,23 7,3aA±3,37 7,3aA±1,04 0,6aA±0,87 0,5aA±0,75 31,3bA±9,53 19,5aB±2,76 

6mg/L 14bA±3,51 14aA±2,59 54aA±8,46 54aA±3,44 4,8aA±1,55 6,1aA±1,37 3,8aA±2,64 3,8aA±1,98 23cA±4,41 23aA±1,12 

12mg/L 5,5cA±1,61 5,5aA±2,53 48,6aA±6,72 48,6aA±10,01 6,1aA±2,34 6,1±aA±1,37 0,3aA±0,75 0,3aA±2,27 45,1bcA±7,06 45,1aA±8,76 

Valores expressos como média ± desvio-padrão. Letras minúsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenças estatísticas (P<0,05) entre as 
concentrações no período experimental (96h ou sete dias). Letras maiúsculas diferentes na mesma linha indicam diferenças estatísticas (P<0,05) entre os 
tratamentos nos diferentes tempos avaliados (96h e sete dias). Dados não paramétricos, teste de Kruskal-Wallis (linfócitos e trombócitos). Dados 
paramétricos, post hoc Tukey (neutrófilos, monócitos e eosinófilos)
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Os trombócitos, células de tamanho médio, formato elíptico, com núcleo denso 

ou fusiforme (MABILIA; SOUZA, 2006), também estão envolvidos no processo de 

defesa do organismo, sendo responsáveis pela coagulação sanguínea (BOZZO et al., 

2007). A queda em suas taxas ao se comparar os tempos de 96h com sete dias pode 

indicar que sua barreira defesa pode já ter sido desfeita assim que o peixe foi retirado 

do agrotóxico. Porém, esses dados ainda permaneceram altos na maior 

concentração, indicando ainda possível trombocitose (Tabela 7).  

AKINROTIMI; ORLU; GABRIEL (2013) analisaram parâmetros hematológicos 

de tilápias expostas a efluentes industriais e observaram redução significativa 

dependente da concentração (P<0,05) nos valores linfócitos e trombócitos e aumento 

gradativo nos valores de leucócitos, neutrófilos, monócitos à medida que a 

concentração dos efluentes industriais aumentavam. Essas alterações foram mais 

pronunciadas na Tilapia guianensis exposta a 0,30, 0,20 e 0,50mg/L de efluentes. Os 

efluentes industriais, assim como o Dimilin® aqui analisado, podem causar algum nível 

de estresse, conforme manifestado pelas mudanças nos parâmetros hematológicos 

dos peixes. 

A homogeneidade dos dados do hematócrito encontrado para Astyanax 

bimaculatus mostrou que o uso de parâmetros hematológicos para avaliação do 

estado de saúde dos peixes deve ser cuidadosamente estudado, a fim de 

compreender as variações intrínsecas a serem usadas apenas para estabelecer um 

padrão. No entanto, conclusões confiáveis requerem um número suficiente de 

amostras para obter uma avaliação significativa. Embora vários estudos relacionados 

à hematologia de peixes tenham sido conduzidos, a definição dos intervalos de 

valores de referência normais é bastante difícil e complicada (VÁCHA, 1980; 

HONORIO; MARTINS, 2018).  

Muitos estudos anteriores com dados confiáveis sobre hematologia de espécies 

de teleósteos foram conduzidos. Entre eles, é importante destacar os dados 

compilados por TAVARES-DIAS; MORAES (2004) que publicaram informações 

abrangentes sobre os parâmetros hematológicos das espécies teleósteos. O fator 

mais importante que limita a análise hematológica como ferramenta de diagnóstico de 

doenças e alterações em peixes é a grande diferença em espécies de peixes e a 

variação nos tipos, números e aparência dos leucócitos, bem como a variação 
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considerável de seus valores relatados em peixes saudáveis, inclusive dentro de uma 

mesma espécie. Também é parcialmente afetada por diferenças na metodologia 

utilizada, bem como pela interpretação subjetiva dos tipos de células pelo 

investigador. 

 

5.5 . Análises histológicas  

 

Pode-se observar que houve diferença estatística (P<0,05) para mensurações 

dos núcleos de espermatogônia B (Spg B), espermatócito I (Spc I) e espermatócito II 

(Spc II), sendo esta mais marcante entre o controle e a maior concentração (12 mg/L). 

Não foram constatadas diferenças (P>0,05) para o diâmetro dos núcleos de 

espermatogônia A (Spg A) (Tabela 8).  

As exposições a substâncias tóxicas em diferentes fases do ciclo de vida têm 

como características gerais relacionadas ao aparelho reprodutor, o retardamento de 

fases de desenvolvimento e da maturação gonadal, a redução no número e viabilidade 

de gametas, histopatológicas e redução do número e viabilidade de descendentes 

(RAND; PETROCELLI, 1985; ADAMS, 1990; VÁZQUEZ; MEIJIDE; NOSTRO, 2016). 

A função testicular, incluindo a secreção de andrógenos e a produção de 

espermatozoides férteis, pode ser afetada adversamente por mecanismos diversos 

(FALLAH; MOHAMMAD-HASANI; COLAGAR, 2018).
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Tabela 8 – Diâmetro médio (μm) de núcleos de espermatogônias (Spg) A e B e de núcleos de espermatócitos (Spc) I e II para A. 
bimaculatus em cada grupo experimental após exposição por 96h ao Dimilin® seguido de desintoxicação por sete dias. 

Concentração Spg A Spg B Spc I Spc II 

 96h 7 dias 96h 7 dias 96h 7 dias 96h 7 dias 

Controle 8,64aA±1,30 8,85aA±0,70 7,03aA±0,82 7,06aA±0,31 5,62aA±0,64 5,71aA±0,23 4,47aA±0,54 4,43aB±0,20 

3mg/L 8,57aA±1,37 8,74aA±0,79 6,88abA±0,68 7,07aA±0,68 5,06bA±0,47 5,45aB±0,47 4,36aA±0,52 4,39bB±0,11 

6mg/L 8,32aA±1,06 8,55aA±0,33 6,62bcA±0,94 6,98aA±2,41 5,04bA±0,50 5,35aB±1,74 4,17bA±0,53 4,20cdA±1,45 

12mg/L 8,39aA±0,97 8,72aA±2,78 6,42cA±0,98 7,00aA±1,55 4,82cA±0,64 5,11bB±1,19 3,90cA±0,44 4,00cdB±0,90 

Valores expressos como média ± desvio-padrão. Letras minúsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenças estatísticas (P<0,05) entre as 
concentrações no período experimental (96h ou sete dias). Letras maiúsculas diferentes na mesma linha indicam diferenças estatísticas (P<0,05) entre os 
tratamentos nos diferentes tempos avaliados (96h e sete dias). Dados não paramétricos, teste de Kruskal-Wallis (Spc I, Spc II). Dados paramétricos, post hoc 
Tukey (Spg A, Spg B).
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Segundo DE ROOIJ; RUSSELL (2000) em mamíferos e peixes as 

espermatogônias do tipo B dividem-se mais rapidamente que as espermatogônias tipo 

A, como indicado pelo índice mitótico cinco vezes maior das espermatogônias do tipo 

B sobre espermatogônias tipo A no bagre africano (SCHULZ et al., 2005). Uma vez 

que o processo de mitose das espermatogônias do tipo A é mais lento que na 

linhagem B, talvez 96h de exposição ao tóxico pode não ser suficiente para que elas 

sofram algum tipo de alteração (CLERMONT, 1972) como observado na tabela 8.  

Foram observadas reduções (P<0,05) para diâmetros médios de cistos de 

espermatócito I (cisto Spc I), cistos de espermatócito II (cisto Spc II) e cistos de 

espermátide (Spt), sendo esta mais marcante entre o controle e a concentração 12 

mg/L. Esta redução pode ter ocorrido devido a redução do tamanho e número de 

núcleos presentes dentro dos respectivos cistos quantificados (Tabela 8). Essas 

mesmas estruturas foram analisadas por SILVA FILHO (2010) quando avaliou os 

efeitos do Roundup™ e do Thiodan® em machos adultos de Astyanax bimaculatus. 

Este autor também encontrou resultados similares ao constatar que os cistos de 

espermatócitos II dos grupos expostos ao Thiodan® apresentaram menor diâmetro 

nas concentrações 1,15 e 2,3 mg/L.  

Observam-se na tabela 8 os resultados das análises histológicas do período de 

desintoxicação de sete dias, quando os peixes após a intoxicação por 96h por Dimilin®, 

foram transferidos para água limpa, livre do tóxico, onde permaneceram por esse 

período para se analisar possíveis efeitos de recuperação. Ao se observar a tabela 8, 

pode-se perceber que entre os grupos tratados e controle, as medidas tanto de 

núcleos de espermatogônias A e B, não foram encontradas diferenças estatísticas 

entre eles, indicando que mesmo os grupos expostos ao Dimilin® por 96h, quando 

foram transferidos para água limpa por sete dias conseguiram se recuperar, igualando 

as medidas dos grupos tratados ao do grupo controle.  

Quando comparados o tempo de exposição com o tempo de desintoxicação, 

os diâmetros médios dos núcleos de espermatócitos (Spc) I e II de A. bimaculatus 

apresentaram aumento (P<0,05) indicando uma melhora nos valores dos núcleos com 

sete dias. Não foram observadas diferenças (P<0,05) nos núcleos de 

espermatogônias (Spg) A e B, quando comparados em diferentes tempos (Tabela 8). 

Com isso, pode-se observar que de acordo com o tempo de exposição e a 
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concentração, as alterações testiculares podem variar, assim como o tempo de 

recuperação, assim como foi observado neste estudo que com o tempo de exposição 

de 96h ao Dimilin®, sete dias já foram suficientes para se começar a observar uma 

recuperação significativa das estruturas testiculares analisadas. 

Foi observado neste experimento a diminuição do diâmetro dos cistos contendo 

Spg B, principalmente na concentração mais elevada (12mg/L) (Tabela 8). PIRES 

(2013) ao estudar desregulação endócrina em testículos de Poecilia reticulata (guppy) 

causada pelo herbicida glifosato com concentrações de 17,19; 34,39 e 51,58 mg/L por 

96h, notou diferenças estatísticas entre os cistos contendo Spc I e II entre a menor 

concentração (17,13mg/L) e as duas outras (34, 26 e 51, 39 mg/L) durante a exposição 

de glifosato por 96h ao peixe Poecilia reticulata, reforçando os resultados também 

aqui encontrados para as mesmas estruturas ao se comparar com o controle, 

principalmente na maior concentração de exposição. 
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Tabela 9 – Diâmetro médio (μm) de cistos de espermatócito (Spc) I e II, cistos de espermátides (Spt), para A. bimaculatus em cada 
grupo experimental após exposição por 96h ao Dimilin® seguido de desintoxicação por sete dias. 

Concentração Cistos Spc I Cistos Spc II Cistos Spt 

96h 7 dias 96h 7 dias 96h 7 dias 

Controle 42,64aA±7,46 44,14aA±2,92 35,74aA±5,40 37,32aA±1,73 34,70aA±7,35 33,57aA±2,61 

3mg/L 39,00bA±8,05 41,69aA±3,86 34,88aA±5,94 37,23aA±1,73 34,48bA±5,87 33,47A±2,29 

6mg/L 36,72bA ±6,87 41,27aB±1,91 33,27aA±5,18 36,18aA ±1,87 29,97bA±5,62 32,80aB±1,70 

12mg/L 34,55cA ±6,47 40,97aB±1,74 29,94bA±4,94 35,43aB±1,68 26,30cA±4,65 29,99aB±1,19 

Valores expressos como média ± desvio-padrão. Letras minúsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenças estatísticas (P<0,05) entre as 
concentrações no período experimental (96h ou sete dias). Letras maiúsculas diferentes na mesma linha indicam diferenças estatísticas (P<0,05) entre os 
tratamentos nos diferentes tempos avaliados (96h e sete dias). Dados não paramétricos, teste de Kruskal-Wallis (cistos Spc I). Dados paramétricos, post hoc 
Tukey (cistos Spc II e cistos Spt).
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Com a diminuição do diâmetro dos cistos, além do menor tamanho das células, 

um menor número de células presentes nos cistos (Tabela 9), o que concorda com 

observações de RAND; PETROCELLI (1985) e de ADAMS (1990), que a exposição a 

substâncias tóxicas em diferentes fases do ciclo de vida tem como características 

gerais a redução no número e na viabilidade de gametas e a redução do número e 

viabilidade de descendentes. A desorganização tecidual do testículo pode promover 

uma redução na funcionalidade e interferir na ação dos hormônios nas células alvo, 

como nos estudos realizados por DUTTA; MISQUITA; KHAN (2006). Além disso, os 

autores DUTTA; MISQUITA; KHAN (2006) também acreditam que a espermiação 

pode ser comprometida, assim como admite-se que possa ser comprometida nesse 

estudo com base na desorganização celular aqui encontrada, principalmente na maior 

concentração de exposição. 

SANTOS et al. (2015) ao analisarem testículos de lambari do rabo-amarelo nas 

concentrações de 0, 3, 5, 10, 15 e 20 mg/L de zinco por 96 h de exposição, 

constataram que o aumento na concentração de Zn provocou a formação de 

aglomerados de células germinativas. Devido a isso, o processo de divisão celular 

pode não ter sido normalmente concluído, gerando a toxicidade testicular, como 

perturbações na secreção fisiológica dos hormônios hipofisários FSH e LH, resultando 

falência testicular (RAMASWAMY; WEINBAUER, 2014.). Essas perturbações podem 

ser extrapoladas para o presente experimento, ao se pressupor que o Dimilin® atinja 

estes estádios de interferência nas divisões celulares de Spc I e Spc II. Ambos os tipos 

de divisão celular são regulados por diferentes mecanismos pelos hormônios 

hipofisários FSH e LH e podem ser afetados tanto no crescimento quanto em suas 

divisões (PEREIRA et al., 2017).  

BARROS et al. (2016) avaliaram a toxicidade subaguda em testículos de ratos 

machos adultos que receberam, durante 28 dias, concentrações de 0; 2; 4 ou 8 

mg/kg/dia de Dimilin®. Em relação aos parâmetros espermáticos, houve diminuição 

significativa na produção espermática diária (PDE) e na produção espermática diária 

relativa (PDEr) nos animais expostos à menor concentração (2mg/kg) de Dimilin®. 

Observou-se, também, naquele grupo, assim como foi observado no experimento aqui 

realizado (Tabela 9), diminuição significativa no número relativo de espermátides no 

testículo, percebido pela redução do diâmetro médio dos cistos de espermátides após 

exposição ao Dimilin®, um provável efeito inibitório no crescimento testicular.  
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Ao se analisar os diâmetros médios dos cistos de espermatócitos I e II e cistos 

de espermátides de Astyanax bimaculatus no período de desintoxicação de sete dias, 

observou-se que não foram encontradas diferenças estatísticas, indicando que uma 

possível recuperação nos parâmetros analisados já esteja iniciando durante esse 

período (Tabela 9). SANDSTRÖM (1994) relatou que no período de 1982 e 1987, 

muitas anomalias foram relatadas em peixes do litoral do mar Báltico efluentes da 

indústria de polpa Kraft branqueada. Em 1992, o uso de cloro foi interrompido e a 

exposição dos peixes foi descontinuada. O peixe Perca fluviatilis foi selecionado como 

espécie sentinela naquele estudo, essas espécies demonstravam muitas 

anormalidades, documentadas em estudos anteriores, como a menor taxa de 

maturação sexual e a redução do tamanho relativo das gônadas, indicando que ao se 

interromper a exposição dos peixes a determinados tipos de tóxicos, peixes 

conseguem recuperar suas funções sexuais e reprodutivas. Esses mesmos eventos 

também foram observados aqui no presente estudo, quando os peixes começaram a 

ter as mensurações dos diâmetros médios de seus cistos e núcleos de células 

normalizadas em relação ao grupo controle nas diferentes concentrações de 

exposições após o período de desintoxicação (Tabela 9). 

Ao se avaliar os diâmetros médios de cistos de espermatócitos I e II e cistos de 

espermátides do lambari no período de desintoxicação de sete dias comparados aos 

diâmetros médios no período de exposição ao Dimilin® por 96h, todos os parâmetros 

avaliados apresentaram diferenças significativas (P<0,05), indicando possível 

regeneração celular nesse período (Tabela 10). LINEY et al. (2005) descreveram que 

a interrupção no desenvolvimento dos ductos reprodutivos do peixe ruivaco (Rutilus 

rutilus) expostos a efluentes de estações de tratamento de águas residuais em seus 

primeiros estádios de vida foram revertidos após a depuração em água sem exposição 

aos químicos, corroborando os resultados aqui encontrados, indicando que ao se 

interromper o contato dos peixes com os agentes tóxicos, esses peixes conseguem 

recuperar suas características reprodutivas. 

Conforme os resultados desse experimento, pode-se cogitar que as reações 

adversas provocadas pela exposição ao Dimilin® em um tempo delimitado, como o 

tempo aqui utilizado, seriam temporárias e não anunciam impacto ao nível 

populacional, pelo menos quando se tratar de prejuízos reprodutivos. Contudo, é 
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necessário levar em conta diferentes fatores que podem resultar em efeitos aditivos e 

resultados múltiplos (SANTOS et al., 2015). 

Analisar as condições de saúde de peixes neotropicais frente a um agente 

potencialmente contaminante, como o Dimilin®, é importante para se avaliar o risco 

ambiental e sugerir critérios para seu uso e descarte adequado. 

Este estudo chama a atenção para o potencial tóxico que Dimilin® apresenta 

para o lambari, por causar regressão testicular, pela redução das medidas 

morfométricas, levando à redução dos compartimentos espermáticos, promovendo 

assim alterações histológicas que podem levar à diminuição ou à perda da 

funcionalidade do testículo, o Astyanax bimaculatus pode ser classificado como uma 

espécie sensível ao Dimilin®, uma vez que a exposição ao produto nas concentrações 

utilizadas alterou o padrão tecidual dos testículos. Evidencia-se ainda as 

consequências biológicas da contaminação ambiental e a possível recuperação de 

peixes expostos a esta contaminação. 

A extrapolação dos resultados aqui encontrados para campo devem ser feitas 

com cautela, atendendo as concentrações as quais os peixes possam ser expostas 

no ambiente e está perfeitamente associada à duração da exposição, à 

bioacumulação, à presença de outras substâncias químicas, ao nível de absorção, 

materiais residuais, temperatura da água, pH, composição e tipo de tóxico, bem como 

idade, sexo, tamanho e espécie dos organismos-alvo.  

Sugere-se uma verificação mais aprofundada das ações de uma exposição 

mais prolongada do A. bimaculatus ao Dimilin®, como recomendação para estudos 

futuros. 
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6. CONCLUSÕES 

 
 

A CL50 calculada do Dimilin® para o lambari Astyanax bimaculatus foi de 

97,1mg/L com intervalo de confiança de 63,8 a 147,6 mg/L (P<0,05) obtido pela média 

móvel (P<0,05) a uma temperatura média de 22,4ºC.  

As alterações comportamentais provocadas pelo Dimilin® apontam para estresse 

causado pela exposição ao agrotóxico e podem ser usadas para avaliar o risco 

ecológico, especialmente porque esses comportamentos afetados estão relacionados 

à sobrevivência, crescimento e reprodução. 

A alteração observada pelas mudanças no hematócrito e na contagem 

diferencial de leucócitos dos peixes é capaz de indicar estresse dos animais frente ao 

Dimilin®. 

O Astyanax bimaculatus pode ser classificado como uma espécie sensível ao 

Dimilin®, uma vez que a exposição ao produto nas concentrações utilizadas alterou o 

padrão tecidual dos testículos. 

O período de sete dias de desintoxicação em água limpa após a exposição 

aguda ao Dimilin® em concentrações abaixo de 12mg/L foi suficiente para 

recuperação das alterações hematológicas e testiculares causadas no lambari, 

demonstrando assim a capacidade de recuperação dos peixes expostos a esta 

contaminação, indicando a plasticidade que os peixes apresentam. 
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