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Resumo

SILVA, A. L. N. Parametros hematoldgicos e caracteristicas histoldgicas em branquia, figado
e rim de tilapia Oreochromis niloticus expostos a lambda-cialotrina. Ano 2022. 82f. Tese
(Doutorado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2022.

A piscicultura vem crescendo a passos largos no pais, e atrelado a esse desenvolvimento, s&o
inseridos novas alternativas e recursos com objetivo de reduzir custos e melhorar o desempenho
zootécnico dos animais. Um dos manejos comuns em sistemas intensivos € aplicacdo de
pesticidas como tratamento quimioterapico para o controle de ectoparasitos de peixes, porém
sd0 escassos 0 conhecimento sobre os efeitos toxicos no meio aquatico e, principalmente, 0s
efeitos em peixes destinados ao consumo. Nesse contexto, o presente estudo avaliou as
respostas osmorregulatérias, o perfil enzimético e alteracGes histoldgicas em branquias, figado
e rim de Oreochromis niloticus expostas ao inseticida Lambda-cialotrina (LCT), na
concentragdo de 1, 24 pg L, em periodos agudo e crénico. Foram avaliados os valores séricos
de Na?*, K*, CI, Ca®*, pH, lactato, H*, HCOs e glicose junto aos niveis de alteragdes teciduais
(NAT) em 24, 96, 168 e 240 h pds-exposicao (hpe). A lambda-cialotrina afetou a fungdo motora
neural em 24 hpe, seguida pelo aumento dos niveis de K*, Ca?*, H* e glicose nos grupos
expostos, em comparacdo aos controles. Os niveis de lactato e H™ nos grupos expostos foram
superiores aos respectivos grupos controle em 168 e 240 hpe. Os niveis de HCO3z e CI
aumentaram em 240 hpe, embora ndo tenha havido alteracdo nos valores do pH. O NAT foi
maior em peixes tratados do que em peixes controle, mas ndo houve diferencas significativas
em comparagdo aos tempos de exposi¢do, no primeiro artigo. E, posteriormente, novas tilapias
(n=30) foram sujeitas a trés periodos de exposi¢do: 72, 168 e 336 hpe e 30 espécimes expostos
ao inseticida, foram separados para recuperacdo, com objetivo de verificar o efeito subletal do
produto em cada tratamento e a capacidade de recuperacdo. Para avaliacdo do perfil enzimatico
analisados as enzimas aspartato transferase (AST), alanina transferase (ALT) e gama glutamil
transferase (GGT), e os achados histologicos foram classificados conforme a gravidade e a
intensidade das lesBes através do NAT (niveis de alteracdo tecidual). Houve reducdo nos niveis
séricos de AST, em contrapartida, os valores de ALT aumentaram conforme o tempo de
exposicdo as 72h. A GGT apesar de aumentar no periodo de 168 hpe, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos controle, expostos e recuperacao (P<0,05). ApGs 0s ensaios 0S
peixes apresentaram diversas alteracdes teciduais. No figado, observaram-se degeneracbes
difusas dos hepatdcitos, acimulo lipofuscina e necrose. Nas branquias, fusdo lamelar completa,
ruptura epitelial e necrose das células epiteliais; no rim, foram elencados processos
degenerativos tubular, inclusées hialinas e hipertrofia nas células tubulares nas amostras dos
rins. A andlise histologica revelou alteragcdes em todos os tecidos estudados, indicando efeitos
toxicos em tilapias expostas a concentracdes subletais de LCT. Os achados demonstraram
correlacdo direta entre a exposic¢do a cialotrina e distdrbios observados no sangue e em muitos
tecidos.

Palavras-chave: Biomarcadores enzimaticos, toxicologia, piretroides.



Abstract

SILVA, A. L. N. Hematological parameters and histological characteristics in gill, liver and
kidney of tilapia Oreochromis niloticus exposed to lambda-cyhalothrin. Ano 2022. 82f. Tese
(Doutorado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2022.

Fish farming has been growing at great strides in the country, and linked to this development,
new alternatives and resources are introduced with the objective of reducing costs and
improving the zootechnical performance of the animals. One of the common managements in
intensive systems is the application of pesticides as chemotherapy treatment for the control of
fish ectoparasites, however, there is little knowledge about the toxic effects in the aquatic
environment and mainly in fish destined for consumption. In this context, the present study
evaluated the osmoregulatory responses, the enzymatic profile and histological alterations in
the gill, liver and kidney of Oreochromis niloticus exposed to the insecticide Lambda-
cyhalothrin (LCT), at a concentration of 1.24 pg L, in acute and chronic periods. The mean
serum values for Na?*, K*, CI', Ca?*, pH, lactate, H*, HCOs3, and glucose along to degree of
tissue change (DTC) at 24, 96, 168, and 240 h post-exposure (hpe) were evaluated. Lambda-
cyhalothrin affected the neuronal motor function at 24 hpe, followed by the increase of the K,
Ca2*, H*, and glucose levels in the exposed group, compared to the control group. Lactate and
H+ levels in the exposed group were higher than those in the control group at 168 and 240 hpe
respectively. HCOg, and CI" levels increased at 240 hpe, although there was no change in the
pH values. DTC was higher in treated fish than in control fish, but there were no significant
differences among time-exposure, in the first article. And later, new tilapias (n=30) were
subjected to three exposure periods: 72, 168 and 336 hpe (post-exposure hours) and 30
specimens exposed were separated for recovery, in order to verify the sublethal effect of the
product on each treatment and the recovery capacity. For evaluation of the enzymatic profile,
was analyzed the enzymes aspartate transferase (AST), alanine transferase (ALT) and gamma
glutamyl transferase (GGT), and histological findings were classified according to the severity
and intensity of lesions through DTC (degree of tissue change). There was a reduction in serum
AST levels, on the other hand, ALT values increased with the exposure time at 72h. The GGT,
despite increasing in the period of 168 hpe, there was no significant difference between the
control, exposed and recovery groups (P<0.05). After the assays, the fishes presented important
severe tissue. In the liver, changes were observed diffuse degeneration in hepatocytes,
lipofuscin accumulation and necrosis; in the gills, complete lamellar fusion, epithelial rupture
and epithelial cell necrosis; in the kidney, were enlisted tubular degenerative processes, hyaline
inclusions and tubular hypertrophy in cells of kidney samples. Histological analysis revealed
alterations in all tissues studied, indicating toxic effects on tilapia exposed to sub-lethal
concentrations of LCT. The findings demonstrated a direct correlation between exposure to
cyhalothrin and observed disturbances in blood and tissues.

Keywords: Enzymatic biomarkers, toxicology, pyrethroids.
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CAPITULO |

INTRODUCAO

Tildpia (Oreochromis niloticus)

A tilapicultura tem se desenvolvido em todas as regiGes do pais, 0 que tem levado a
popularizacéo da espécie por parte dos produtores devido ao seu desempenho zootécnico e aos
consumidores atraidos pela praticidade e prego do pescado (PEDROZA-FILHO et al., 2020).
A tilapia foi a espécie mais produzida em 2020 com 486 mil toneladas, equivalente a
aproximadamente 42% do total pescado criados na piscicultura continental brasileira, com o
estado de Mato Grosso do Sul representado como maior exportador da espécie no pais (PEIXE
BR, 2021). Além disso, segundo os dados mais recentes, a tilapicultura registrou aumento de
17% em relacdo a producéo anual de 2013 (IBGE, 2014).

Por conta do aumento nas exportacdes, demanda internacional de alimentos associados
ao cambio favoravel e aumento do consumo de pescado, a tilapia se consolidou como uma das
principais espécies para o desenvolvimento e expansdo do mercado de pescado mundial.
(SCHULTER & VIEIRA-FILHO, 2017).

Uma espécie tropical, com habito alimentar onivoro, conversao alimentar entre 1,0 e
1,8, boa adaptabilidade em variagfes das condi¢cbes ambientais, rusticidade e apresenta boa
tolerancia a baixos niveis de oxigénio (MOREIRA et al., 2001). Ela pode ser considerada uma
espécie comercial precoce, com ciclo produtivo de aproximadamente 210 dias, com variaces
conforme as caracteristicas climaticas da regido (SCHULTER & VIEIRA-FILHO, 2017). Sua
alimentacdo baseia-se em fitoplancton, pequenos invertebrados, detritos, frutos e plantas
aquaticas dependendo da disponibilidade dos alimentos; apresenta maturidade sexual por volta
de 6 meses e facil aceitacdo de racdes comerciais (FAO, 2010; FISHBASE, 2017).

A tilapia (Figura 1) € uma das espécies mais importantes economicamente para a
piscicultura. Hoje existem ampla distribuicdo e demandas comerciais por tilapias melhoradas
geneticamente, devido ao desempenho aliado a adaptacdo e a taxa de sobrevivéncia das
linhagens em ambientes de cultivo (WAGNER et al., 2004; FULBER et al., 2010). Dentre essas
linhagens destacam-se a GIFT e a SUPREME, com os programas de melhoramento genético
continuado até hoje (MASSAGO et al., 2010).
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Figura 1. Registro de tilapias (Oreochromis niloticus) durante a biometria. Fonte: Fernanda Queirdz e
Silva (2022)

Séo criadas em sistemas semi-intensivos e intensivos, porém a producdo em tangues-
rede é responsavel pelo crescimento exponencial da tilapicultura nos ultimos anos (KUBITZA,
2015). Entretanto, as elevadas densidades de estocagens requerem aumento de manejos como
realizacdo frequentes de biometrias para o ajuste do consumo de ragdo, monitoramento da agua,
despescas e abates em curtos periodos devido ao ciclo produtivo da espécie, que por sua vez,
favorecem o desenvolvimento de patdgenos e parasitos nesses sistemas (MAXIMIANO et al.,
2005). Esses sdo manejos essenciais para garantir maximizacdo da producdo, reducdo da
mortalidade, desempenho dos animais e maior lucratividade no seu cultivo (BRITO et al.,
2017).

Segundo Albinati et al. (2009), os peixes sdo relativamente sensiveis a mudancgas no
ambiente aquatico, e a intensificacdo dos sistemas de criacdo caracteristica da tilapicultura
contribuem para o surgimento de diversos fatores estressantes que tornam o meio aquatico
susceptiveis a doengas (Figura 2). As enfermidades observadas nas pisciculturas sdo causadas
por parasitas oportunistas que proliferam apds varia¢fes na temperatura, manejos frequentes e
inadequados, baixa qualidade de agua, biomassa alta e deficiéncia nutricional (MORAES &
MARTINS, 2004).

No cultivo de tilapias existem vacinas desenvolvidas com sucesso para prevenir

bacterioses durante o ciclo produtivo, principalmente em sistemas intensivos (KUBITZA,
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2005; LEIRA et al., 2017), porém em viveiros escavados, 0 controle de parasitas é realizado
com o método de vazio sanitario apds a despesca dos peixes ou por meio de pesticidas agricolas.
Segundo Shiosi et al. (2017), banhos terapéuticos com piretréides podem ser utilizados
para tratamento de doencas na piscicultura. As principais enfermidades em tilapias sdo
Ictiofitiriase, ~Tricodina, Mixosporidios, Monogenéticos, Lerneose, Ergasilus sp.,
Streptococcus sp., Flavobacterium columnare, Aeromonas e Saprolegniose, que se manifestam
pelo desequilibrio causado pelo uso de densidades de estocagem excessivas, manejos
inadequados dos peixes, no controle da qualidade de 4gua e nutricional (KUBITZA, 2000).

O Brasil se destaca no cenario mundial de consumo de agrotoxico, onde, em 2008 o
mercado de agrotéxico movimentou mais do dobro em relacdo ao ano de 2003, representando
86% do consumo total na América Latina (IBGE, 2010). Hoje o pais se tornou o maior
consumidor de agrotdxico no mundo, com expansdo em torno de 190% do mercado interno
(LOPES & ALBUQUERQUE, 2018). Os pesticidas ao cumprirem seu papel de proteger as
culturas agricolas das pragas, doencas e plantas daninhas, podem gerar também respostas
adversas a organismos ndo alvos. O uso frequente e de forma inadequada oferecem riscos de
contaminacdo em solos agricolas, corpos d"agua e alimentos (SPADOTTO et al., 2004).

Os piretroides séo os inseticidas mais utilizados no Brasil, intensamente difundido por
sua baixa toxicidade em mamiferos e facil dissipagdo no meio ambiente (SANTOS et al., 2007,
MONTANHA & PIMPAO, 2012). No Brasil nfo existe regulamentacéo especifica para uso de
inseticidas no tratamento de peixes cultivados e, segundo Guimaraes et al. (2007), o uso de
produtos quimicos representa uma alternativa para reduzir os prejuizos econdmicos associados
a epidemias presentes no cultivo. Os agroquimicos quando aplicados na dgua em tratamentos
terapéuticos, sdo um risco para 0 homem e ao meio ambiente, extrapolando sua funcéo ao
atingir organismos ndo-alvos (LOPES et al., 2006; MABILIA et al., 2008). Sendo assim, é de
fundamental importancia avaliar a toxicidade destes produtos de forma frequente no meio rural,
pois esses testes permitem reconhecer quais compostos apresentam menores riscos ao ambiente,
e identifica aqueles que poderiam ser administrados em peixes destinados ao consumo
(RESGALLA-JUNIOR et al., 2002).

Os peixes sdo considerados excelentes bioindicadores, devido a sua sensibilidade a
mudancgas fisicas e quimicas da agua (OGA, 2008). Durante a respiracao, 0s animais realizam
a troca gasosa por meio do constante fluxo de agua nas branquias. O contato direto com a 4gua,
associados ao estresse dos peixes e desequilibrio do meio aquatico, surgem como oportunidades
para a proliferacdo de parasitos, podendo elevar as taxas de mortalidade ou até a perda do total

do lote.
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Figura 2. Exemplo de doengas que podem acometer tilapias em sistemas de cultivo. A) Pacu (Piaractus
mesopotamicus) com quadro de bacteriose. B) Tambaqui (Colossoma macropomum) com saprolegniose. Fonte
A e B: Arquivo pessoal. C) Ergasilus sp. em branquias. Fonte: Andreas R. Thomsen. D) Infestacdo de Argulus
sp. Fonte: Aquatic Animal Disease.

A utilizacdo de peixes como bioindicadores (Figura 3) é preconizada durante avaliacéo
da toxicidade de diversos poluentes. Abdel-Khalek et al. (2016), registraram achados
importantes como degeneracao celular, presenca de infiltrados de células sanguineas no figado,
fusdo lamelar, hiperplasia, necrose e congestdo de branquias, além de hiperplasia glomerular,
degeneracéo celular e expansdo do espaco de Bowman nos rins de peixes expostos ao ambiente

contaminado.

Figura 3. Coleta de tecidos em tilapia (Oreochromis niloticus). 1) Rim; 2) Baco; 3) Vesicula biliar; 4) Figado;
5) Branquias; 6) Corag&o; 7) Estdmago; 8) Gbnadas; 9) Intestino. Fonte: Arquivo pessoal.
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Em caso de contaminagdo dos ambientes aquaticos, os testes de toxicidade da maioria
dos produtos quimicos sdo realizados em especial, com invertebrados ou peixes de clima
temperado, como a truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), havendo poucos o0s registros sobre
os efeitos de contaminantes em espécies cultivadas e valorizadas no mercado aquicola nacional
(MOURA et al., 2008). Segundo Rodrigues et al. (2010) os peixes no topo da cadeia alimentar
sdo amplamente utilizados como bioindicadores de contaminacdo ambiental em ecossistemas
aquaticos.

Para a padronizacdo e identificagdo da tilapia como bioindicador ambiental, os
exemplares testados devem apresentar respostas bem caracterizadas que levem em conta a
toxicodinamica dos xenobi6ticos e as propriedades fisico-quimicas do organismo, assim como
sua eficiéncia e possiveis efeitos negativos que podem ser ocasionados pela alteracdo do meio
ambiente (NASCIMENTO et al., 2006). Logo, dados pertinentes a respeito dos efeitos de
exposicao associados a biotransformacédo e o combate a agentes patologicos, se tornam escassos
na literatura, devido a caréncia de recursos e a dificuldade na elaboracao de pesquisas a campo.
Compreende-se a necessidade de estudos toxicologicos em espécies de interesses comerciais,
como a O. niloticus, que vivem em contato direto aos xenobi6ticos ministrados de forma
rotineira durante o ciclo produtivo, sejam pela fonte de 4gua, ou em tratamentos convencionais
administrados nas pisciculturas.

Neste cenario, a tilapia surge como um bioindicador ideal para estabelecer respostas
bioldgicas da exposicao a cialotrina, composto ja encontrado na bacia do Pantanal (MIRANDA
et al., 2008), e que pode se tornar uma alternativa para tratamentos terapéuticos no futuro assim
como outros pesticidas agricolas, como o triclorfon (GUIMARAES & CALIL, 2008),
diflubenzuron (SCHALCH et al., 2009) e paration metilico (LUVIZOTTO-SANTOS et al.,
2009), principalmente por serem considerados ndo persistentes, que por sua vez, ndo se espera
que sejam biomagnificados ao longo da cadeia alimentar (OSTI et al., 2007). O mesmo autor
destaca a importancia de examinar a toxicidade aguda, crénica, fisiologica e comportamental

em peixes expostos a produtos comerciais contendo piretréides em sua composicao.
Piretroides
Os inseticidas podem ser agrupados em quatro categorias distintas, quimicamente

diferenciados como organoclorados, piretréides, organofosforados e carbamatos (OLIVEIRA-

SILVA et al., 2001). Os piretroides séo inseticidas sintéticos derivados estruturalmente das
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piretrinas, produtos da extracdo de flores do crisantemo (Chrysanthemum)
(CHRISTOFOLETTI & MAMPRIM, 2020). Neste contexto, visando melhorar as propriedades
fisico-quimicas e elevar a atividade biologica dos inseticidas oriundos das piretrinas, um certo
numero de piretroides sintéticos foi produzido apds a modificacdo das estruturas quimicas da
piretrina natural (MONTANHA & PIMPAO, 2012).

As caracteristicas toxicodinamicas dos piretrdides estdo relacionadas a sua estrutura
quimica, e seus principais efeitos estdo relacionados a desregulacdo dos canais de sodio e
cloreto (BRADBERRY et al., 2005). Os piretroides tiveram o seu uso difundido como
alternativa aos organoclorados e organofosforados, que por sua vez, Sdo compostos persistentes
e com elevada toxicidade ao meio ambiente (CENGIZ, 2006; WANG et al., 2007).

Apbs as modificacdes, surgiram piretroides do tipo | (aletrina, cismetrina, permetrina e
resmetrina) e tipo |1 (deltametrina, cialotrina e cipermetrina), divididos pela auséncia e presenca
do grupo Ciano, respectivamente (OSTI et al., 2007; CHRISTOFOLETTI & MAMPRIM,
2020). A presenga do grupo ciano aumenta a neurotoxicidade em animais e invertebrados e, de
modo geral, atuam diretamente nos axo6nios influenciando os canais de sodio, com
hiperexcitacdo do sistema nervoso central e paralisia progressiva (SANTOS et al., 2007;
HOLLAND, 2015).

Segundo Santos et al. (2007) diversas alteracGes histopatoldgicas sdo atribuidas as
intoxicacBes por piretrides, efeitos adversos relacionados ao uso de piretrdides podem ser

observados na Tabela 1.

Tabela 1. Resultados de estudos com piretroides.

Concentragédo Espécie Respostas Autores

1.94 ug L (LCT) Brachydanio rerio Mortalidade Wang et al. (2007)

0.3e 0.6 ppb (LCT) Cirrhinus mrigala AlteracGes branquiais, Velmurugan et al.
figado e rim (2007)

0.89a7.55 ug L (LCT) Brachydanio rerio Elevada toxicidade Gu et al. (2007)

1a3.0pug L™ (PMT) Oncorhynchus mykiss  Desempenho e Goulding et al. (2013)
comportamento

0.95 pug L (DMT) Oreochromis niloticus  Alta toxicidade Osti et al. (2007)

1.46 ug L't (DMT) Oreochromis niloticus ~ AlteracBes branquiais, El-Sayed et al. (2007)
figado e rim

0.10 2 0.20 ppm (CMT) Labeo rohita AlteracBes bioquimicas Das & Mukherjee

(2003)
3.14 ug L (CMT) Oncorhynchus mykiss  AlteracGes branquiais Velisek et al. (2006)

LCT = Lambda-cialotrina; PMT = Permetrina; DMT = Deltametrina; CMT = Cipermetrina.
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Alguns piretroides como a bifentrina, cipermetrina, deltametrina e permetrina possuem
na literatura concentrac6es maximas permitidas em agua, sedimentos e solos, porém ndo foram
encontrados limites semelhantes aos descritos por Crommentuijn et al. (2000) para a cialotrina
(LCT). Os pesticidas sdo transportados das lavouras para os rios por meio das chuvas, que
consequentemente, sdo fontes de alta toxidade para os peixes, por abastecerem os setores
aquicolas (BORGES et al., 2007). Em pisciculturas de engorda os peixes toleram menos a
presenca de pesticidas no ambiente, devido sua idade durante o ciclo produtivo, sendo que na
fase juvenil os piretrdides sdo metabolizados e eliminados de forma mais lenta (CUNHA et al.,
2017).

Existem estudos que relatam a presenca de LCT nos rios formadores de bacias que
cortam o estado de Mato Grosso do Sul, tendo sido identificadas concentracdes de 5.0, 2.3 e
1.0 pg kg™ nos rios Salobra, Negro e Miranda, respectivamente (MIRANDA et al., 2008). Além
disso, residuos de piretréides também foram encontrados nas aguas do rio Sdo Francisco, que
abastecem pisciculturas no municipio de Propria (CUNHA et al., 2017). As concentracdes
descritas estdo acima da dose subletal ministradas no presente estudo (0,86 pg L), que
corrobora com a descricdo de Haya (1989), onde define os piretréides como compostos
extremamente tdxicos para organismos ndo-alvo como peixes, artropodes aquéaticos e

crustaceos.

Lambda-cialotrina

A cialotrina ((2)-(1S,3RS)-3-(2-cloro-3,3,3-trifluoroprop-1-enil)-2,2-
dimetilciclopropanocarboxilato de (R)-alfa-ciano-3-fenoxibenzila) € um inseticida piretréide
do tipo Il, que é utilizado no controle de artrépodes em culturas agricolas, considerada
altamente toxico para 0s peixes e organismos aquaticos (FAO, 2006; GU et al., 2007; SANTOS
et al. 2007). Neste contexto, sabe-se que 0s agroquimicos, como 0s piretréides, podem ser
liberados em diversas fontes de agua atraves da pulverizacdo direta nos corpos d’agua,
escoamento de lavouras e bioacumulagdo em sedimentos devido sua capacidade de adsorgédo
(WERNER & YOUNG, 2018).

Apenas uma porcentagem do produto comercial € composta pelo principio ativo
administrados nos estudos laboratoriais. Sendo assim, na formulagéo, sdo inseridos ingredientes
gue permitem aumentar a capacidade de permanéncia do produto no ambiente. Neste contexto,

pouco se conhece sobre a toxicidade destes produtos, destinados ao consumo, pois a base de
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estudo dos agrotdxicos baseia-se na especificidade dos mesmos na &rea agricola, a capacidade
de permanéncia e seus efeitos toxicos em mamiferos. Logo, sdo escassos 0s dados sobre a

toxicidade da cialotrina (Figura 4) em animais ndo alvos, como 0s peixes.

\
O\N

Figura 4. Estrutura  molecular do  composto  cialotrina  (CasHi1gCIFsNO3).  Fonte:
https://stringfixer.com/pt/Cyhalothrin

No estudo comparativo da toxicidade de gama cialotrina e lambda cialotrina em
zebrafish (Brachydanio rerio H. B.), Wang et al. (2007) registraram niveis elevados de
toxicidade em ambas formulagdes, com CL50 com 96h de 1,94 pg L de LCT. Em estudo
histopatol6gico sobre exposicdo da carpa indiana (Cirrhinus mrigala) ao inseticida lambda
cialotrina em concentrag6es subletais (0,3 e 0,6 ppb), foram observados efeitos deletérios para
branquia, figado, intestino e rim, com destaque para os graves problemas fisioldgicos e
mortalidade, observados em alguns peixes apés a exposi¢do por 10 dias (VELMURUGAN et
al., 2007).

A capacidade de recuperacao e a persisténcia dos efeitos toxicos dos piretréides surgem
como variaveis interessantes a serem pesquisados. Em estudos com a cipermetrina, foram
observadas leves alteracBes histopatolégicas permanentes nos individuos por mais de trés
semanas apos o periodo experimental (LATUSZYNSKA et al. 2003). Segundo Gu et al. (2007),
a cialotrina apresentou alta toxicidade para 0s organismos aquaticos presentes em campos semi-
inundados utilizados em plantacdo de arroz. Goulding et al. (2013) observaram mudanca no
comportamento e desempenho de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) expostas em
concentragdes de piretroides (1 a 3 pg L de permetrina e 100 a 300 ng L™ de deltametrina) e

realcam a importancia de novos testes sobre os efeitos de piretroides do tipo 11 em peixes.
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Biomarcadores

Os testes de toxicidade podem ser subdivididos em duas pesquisas distintas dependentes
do periodo experimental, classificados como agudos ou cronicos (SPRADA, 2013; ALBINATI
et al., 2016). Ainda assim, é importante identificar marcadores adequados, ou seja, que sejam
sensiveis as alteragdes fisicas e quimicas do ambiente, permitindo classificagbes precisas
guanto a toxidade dos compostos. Alguns 6rgdos sao essenciais para analisar as respostas
biolégicas da contaminagdo aquética, sendo o figado o principal 6rgdo com a fungédo de
biotransformar xenobidticos; as branquias sdo responsaveis pela respiracdo e osmorregulacdo
dos peixes; e 0s rins, responsaveis pela excrecao logo apds receber o sangue com subprodutos
da biotransformacdo hepatica (LINS et al., 2010). Os efeitos tdxicos causados pelos inseticidas
nos peixes podem ocorrer de forma progressiva, quando expostos por periodos prolongados, e
dependendo de sua concentra¢do, xenobidticos, assim como 0s agrotdxicos podem ser
absorvidos pelos peixes através da exposicao ou ingestdo de alimentos contaminados e assim
deposita-los na carcaca, como por exemplo os xenobioticos utilizados como agrotdxicos
(MOURA et al., 2008).

Para efeitos de exposi¢des prolongadas ou cronicas, as alteragcdes plasmaticas, como em
Aspartato Aminotransferase (AST) e Alanina Aminotransferase (ALT), refletem de forma
direita, a presenca de lesdes tissulares no figado e rim (SPARLING et al., 1998). Sdo enzimas
marcadoras de dano hepatocelular, utilizadas de forma frequente em estudos histopatolégicos.
Os dados obtidos pela AST (Figura 5) tendem a ser mais significativos quando comparadas as
fontes de ALT, que diferem quanto sua especificidade celular. Danos musculares, cerebrais e
hemolises podem causar aumentos consideraveis na atividade da AST, que por sua vez, €
considerada um biomarcador menos especifico do que ALT (LAWRENCE & STEINER,
2017).

O figado é um 6rgdo compacto, pode ser dividido em lobos dependendo da espécie. E
localizado ventralmente na cavidade celomatica, com seu tamanho, forma e volume adaptado
ao espaco utilizado pelas visceras, variando entre as espécies. Por ser um tecido muito
vascularizado, o 6rgdo apresenta uma coloracdo avermelhada podendo variar sua pigmentacao
conforme seu estoque de gordura. Em sua estrutura é possivel observar vasos de grande calibre,
sinusaides, ductos biliares, tecido pancreatico e em algumas espécies a presenca de centro de
melanomacréfagos (COSTA et al., 2012).
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Atividade elevada da ALT

|

Submissio a exames laboratoriais para avaliar o figado:

Perfil bioquimico, h ama completo e diagnéstico por imagem.
Nenhuma evidéncia clinica para doenca hepatica ou histérico de causa Diagnéstico por imagem ou laboratoriais indicam doenca hepatica
Monitoramento da ALT —— Avaliacdo para doenca extra-hepatica
1 | l l
Doenca extra-hepatica nio encontrada Doenca extra-hepatica
ALT normal ALT inalterado ou aumentado

|

Tratamento da doenca

Coletar e avaliar amostra do figado da espéci

Figura 5. Sugestao de diagnéstico para peixes com aumento na atividade da ALT serica/plasmatica. Adaptado
de LAWRENCE & STEINER (2017).

O tecido hepatico da tilapia é dividido em dois lobos, com hepatécitos organizados
histologicamente em aspecto cordonal (Figura 6), formando um conjunto de células em contato
direto com os capilares, veias lobulares e apresenta hepatopancreas composta por células
secretoras. As tilapias apresentam hepatdcitos arredondados/poliédricos, com nucleo esférico
basofilo centralizado, e citoplasma claro com presenca de granulos (VICENTINI et al., 2005;
SALES et al., 2017; AMERICO-PINHEIRO et al., 2020). Quando ocorrem mudangas difusas
na morfologia dos hepatdcitos, assim como no ndcleo, estas estdo associadas a processos

patoldgicos que podem alterar a funcéo das células do figado (RASKOVIC et al., 2011).

o ]

"

Figura 6. Amostra de figado de tilapia (Oreochromis niloticus) demonstrando a distribui¢cédo cordonal
dos hepatdcitos. Coloragdo: HE, escala: 100um. Fonte: Arquivo pessoal
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As branquias sdo constituidas por lamelas primarias e secundarias, caracteristicas de
peixes teledsteos. As lamelas principais (Figura 7) possuem tecido cartilaginoso distribuidos
por todo o 6rgdo com funcio de protecdo e vaso sanguineo em seu interior (AMERICO-
PINHEIRO et al., 2020). O filamento branquial é composto por células epiteliais, macrofagos,
granuldcitos, células de cloreto, células de muco distribuidas por toda lamela e vaso sanguineo

onde se iniciam as lamelas secundarias (AZEVEDO et al., 2015).

NNy N 8 A kx s a2 .

2 .

Figura 7. Amostra de tecido branquial de tildpia Oreochromis niloticus. A) Tecido normal de um espécime
em ambiente livre de contaminantes. Escala: 100 um. B) Espagos entre as lamelas secundarias bem definidas
(LS); Eritrocitos (E). Escala: 50 pum.

O tecido branquial ndo esta envolvido apenas nos processos de respiracdo. As branquias
assumem a funcdo de biotransformacdo e, entre os 6rgaos extra-renais, € 0 mais importante
orgéo responsavel pela osmorregulacdo (HWANG et al., 1989). Dependendo das condic¢Bes
ambientais, as branquias e rins mantém a homeostase i6nica nos peixes (PELIS &
MCCORMICK, 2001).

Nas pisciculturas continentais os peixes necessitam, de forma constante, regular a
concentragdo osmotica corporal com a concentragdo do meio (Figura 8). Como o fluido corporal
de peixes teledsteos é hiperosmotico em relacdo ao meio externo. A tildpia possui a capacidade
de manter sua concentracdo osmotica constante através das trocas de ions, influxo da dgua dos
viveiros e excrecdo do excesso com aumento no volume de urina (MACHADO, 1999). Nos
peixes, o rim desempenha uma importante fungdo relacionada ao equilibrio eletrolitico e

manutencdo de um ambiente interno estavel (CENGIZ, 2006).
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Figura 8. llustragdo do mecanismo de osmorregulacdo em tilapia (Oreochromis niloticus). Editado e
adaptado de KUBITZA (2007).

O rim é o 6rgdo excretor que desempenha importante papel nos processos de
osmorregulacdo, filtracdo e excrecdo (MUMFORD, 2007). Logo, em conjunto com figado, sdo
envolvidos de forma direta na desintoxicacao e remocdo de substancias toxicas que circulam
na corrente sanguinea (MAHBOOB et al., 2020).

Os rins de peixes apresentam diferentes formatos dependentes da espécie. Em tilapias o
tecido renal apresenta a forma de Y (Figura 9), constituido por tabulos distais e proximais,
glomérulos e tecido linfoide, semelhantes as caracteristicas histologicas observadas em peixes
perciformes em geral (IBRAHIM, 2013; APRILIANI & LUTHFI, 2017).

A)

[ Ta——

Figura 9. A) Localizagdo anatdmica do rim na tilapia (Oreochromis niloticus). B) Tecido renal da tilapia
apresentando formato em Y. Fonte: Arquivo pessoal.

.
X
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As respostas deletérias apresentadas ap0s exposi¢cdo aos xenobidticos podem elevar a
mortalidade e por consequéncia aumentar os custos de producdo. Além desse entrave, a
presenca de agrotdxicos nas pisciculturas pode gerar implicac6es para a satde publica conforme
0 consumo de animais contaminados, bem como potencial impactos nos ecossistemas proximos
as areas agricolas e das pisciculturas (MALLIN et al., 2011). E necessario avaliar os riscos
toxicologicos causados por pesticidas agricolas, fazendo uso dos dados sobre os efeitos da
exposicdo ao ambiente contaminado verificado em organismos aquaticos nao alvo
(VELMURUGAN et al., 2007).
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Resumo: A lambda-cialotrina € um piretroide sintético que mimetiza a estrutura e as
propriedades inseticidas da piretrina, um inseticida natural derivado das flores do crisantemo.
Nos peixes, atua como um disruptor do sistema nervoso, causando paralisia motora associada
a Vérias outras alteracfes com niveis variados de mortalidade. O objetivo deste estudo foi
avaliar as respostas osmorregulatorias e alteracdes histoldgicas nas branquias de Oreochromis
niloticus cronicamente expostas a uma dosagem subletal (0,86 pg L) de lambda-cialotrina.
Foram avaliados os valores séricos para Na?*, K*, CI-, Ca?*, pH, lactato, H*, HCOj3 e glicose
junto aos niveis de alterac@es teciduais (NAT) em 24, 96, 168 e 240 h p6s-exposicéo (hpe). A
lambda-cialotrina afetou a fun¢do motora neural em 24 hpe, seguida pelo aumento dos niveis
de K*, Ca?*, H* e glicose nos grupos expostos, em comparagdo aos controles. Os niveis de
lactato e H™ nos grupos expostos foram superiores aos respectivos grupos controle em 168 e
240 hpe. Os niveis de HCO? e CI- aumentaram em 240 hpe, embora n4o tenha havido alteracio
nos valores do pH. O NAT foi maior em peixes tratados do que em peixes controle, mas nao
houve diferencas significativas em comparacdo aos tempos de exposicdo. As alteracfes
detectadas nas branquias variaram de hiperemia, infiltracdo de células com granulos
eosinofilicos, hiperplasia de células de muco e fusao parcial de lamelas secundarias em 24 hpe
a formacdo de aneurisma vascular, e necrose do epitélio lamelar em 240 hpe. Uma dosagem
subletal de lambda-cialotrina a longo prazo é toxica para tilapias do Nilo, caracterizada por
hipocalemia, hipercalcemia, hiperglicemia e alcalose respiratéria, seguida por alteracdes
histoldgicas tempo-dependente.

Palavras-chave: piretroides, peixes, osmorregulacdo, histopatologia

Abstract: Lambda-cyhalothrin is a synthetic pyrethroid that mimics the structure and
insecticidal properties of pyrethrin, a natural insecticide derived from chrysanthemums. In fish,
it disrupts the nervous system, causing motor paralysis and several other alterations associated
with varying levels of mortality. This study aimed to evaluate osmoregulatory responses and
histological changes in the gills of Oreochromis niloticus chronically exposed to a sublethal
dosage (0.86 pg/L) of lambda-cyhalothrin. The mean serum values for Na?*, K*, CI-, Ca?*, pH,
lactate, H*, HCO3, and glucose along to degree of tissue change (DTC) at 24, 96, 168, and 240
h post-exposure (hpe) were evaluated. Lambda-cyhalothrin affected the neuronal motor
function at 24 hpe, followed by the increase of the K*, Ca?*, H*, and glucose levels in the
exposed group, compared to the control group. Lactate and H+ levels in the exposed group were
higher than those in the control group at 168 and 240 hpe respectively. HCO3, and CI" levels
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increased at 240 hpe, although there was no change in the pH values. DTC was higher in treated
fish than in control fish, but there were no significant differences among time-exposure. The
changes detected ranged from hyperemia of the branchial vasculature, eosinophilic granulocytic
cell infiltration, mucous cell hyperplasia, and partial fusion of secondary lamellae at 24 hpe to
vascular aneurysm formation, and necrosis of the lamellar epithelium at 240 hpe. Thus, a
sublethal dosage of lambda-cyhalothrin in the long-term is toxic for Nile tilapia, characterized
by hypokalemia, hypercalcemia, hyperglycemia, and respiratory alkalosis, followed by time-
dependent histological changes.

Key-words: pyrethroids, fish, osmoregulation, histopathology

1. Introducdo

O Brasil tem ganhado destaque como um fornecedor proeminente de produtos de
aquicultura no mercado global, incluindo os obtidos por meio da piscicultura continental. O
surgimento de extensas areas agricolas em associa¢cdo com 0 manejo minucioso da piscicultura
permitiu avancos significativos na produtividade da aquicultura (BARONE et al., 2017). Nesse
sentido, as perdas econdmicas decorrentes de surtos de doencas representam fatores limitantes
a producdo de aquicultura, o que levou ao uso de medicamentos, pesticidas e muitos outros
compostos quimicos para controlar a proliferacdo de patdgenos aquaticos (TAVARES-DIAS
& MARTINS, 2017). No entanto, além da reducdo da conscientizacdo sobre o uso de produtos
quimicos para préaticas de manejo de doencas e alimentacdo suplementar em algumas espécies,
faltam medidas para verificar o uso de produtos quimicos em sistemas de piscicultura
(SCHALCH et al., 2005; OLSVIK et al., 2019).

Lambda-cialotrina, ou simplesmente cialotrina, & um piretroide sintético que se destaca
como um dos principais agroquimicos usados na agricultura e aquicultura. Esses compostos sdo
projetados para ter maiores atividades residuais, fotoestabilidade e rentabilidade que outros
agrotoxicos. De acordo com Kilgore e Mingyuli (1975), eles também estdo entre os produtos
guimicos mais prejudiciais ao ambiente aquatico, uma vez que o0s pesticidas piretroides podem
ser transportados por longas distancias na hidrosfera, e assim afetam organismos nao-alvos em
maior escala. No Brasil, ndo ha legislacao especifica que determine concentracdes seguras de
piretroides encontrados no meio ambiente (Resolugdo CONAMA 357/2005, CETESB, 2009).
No entanto, varios piretroides sdo encontrados em tecidos de organismos ndo-alvo e variam de
0,02 a 55 pg/g (TANG et al., 2018). A concentragdo ambiental brasileira de lambda-cialotrina
é pouco estudada, embora seja relatada concentracdo entre 0,11 e 0,14 pg/L em areas agricolas
dos Estados Unidos (HE et al., 2008). Formulagdes sintéticas classificadas como piretroides

tipo 11 tém o grupo alfa-ciano em sua estrutura, dando-lhes um coeficiente de particdo de agua
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alta e, portanto, alta hidrofobicidade (LASKOWSKI, 2002). Consequentemente, eles possuem
maior solubilidade na matéria orgéanica, sofrem sedimentacdo mais significativa em superficies
aquosas, e sdo distribuidos em altos niveis nos tecidos ricos em lipidios de organismos aquaticos
(HILL, 1989; WERNER & MORAN, 2008). Assim, 0s peixes sdo potenciais organismos nao-
alvo para os efeitos desses compostos.

Em peixes, piretroides tém sido formulados para ter uma ampla gama de efeitos
organicos, bem como para induzir alteracbes morfofuncionais em varios tecidos (CENGIZ,
2006; MURANLI & GUNER, 2011; KAN et al., 2012). Devido sua caracteristica lipofilica, os
piretréides tém uma absorcdo elevada na branquia, o que contribui para a sensibilidade dos
peixes ao produto. Estes, por sua vez, parecem ser deficientes em vias enzimaticas responsaveis
por hidrolisar os piretroides (RUKIYE et al., 2003). Por outro lado, a homeostase dos ions de
sodio, potassio, calcio e magnésio é prontamente alterada em peixes expostos a lambda-
cialotrina ou outros piretroides (SUVETHA et al.,, 2010; KUMAR, 2012; VIEIRA &
MARTINEZ, 2018). A osmorregulacao desses eletrélitos no soro, bem como a troca de gas e o
equilibrio acido-base, depende da integridade das branquias (KLEINOW et al., 2008). O
epitélio lamelar branquial é permeavel ao oxigénio, didxido de carbono e amdnia dissolvida, a
transferéncia depende apenas da difusdo passiva (RANDALL & DAXBOECK, 1984).
Portanto, as alteracbes morfolégicas das branquias resultantes da exposicdo da lambda-
cialotrina podem alterar esses mecanismos de troca eletrolitica, levando a efeitos sistémicos
imediatos. No entanto, o perfil de histopatoldgico das branguias associado aos efeitos sobre a
osmorregulacdo sérica em peixes submetidos a exposicao cronica de cialotrina ainda ndo foi
investigado minuciosamente. Assim, 0s objetivos deste estudo foram avaliar as respostas
resultantes dos niveis de AChE desses peixes, perfis de eletrolitos e alteracbes histologicas das
branquias apos diferentes periodos de exposi¢des em tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus)

submetidas a uma concentracdo subletal de lambda-cialotrina.
2. Material e métodos
2.1. Animais e condigdes experimentais
No estudo foram utilizados espécimes de Oreochromis niloticus (n = 130), de ambos os
sexos e mesma desova. Todos os individuos foram previamente aclimatados a condicGes

laboratoriais por 15 dias em tanques de 1500 L e mantidos em um sistema estatico com

temperaturas que variam de 23 a 27 °C, aeragdo artificial e 25 % do volume de &gua renovado
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a cada 48 h. Os espécimes foram divididos entre dois experimentos. No primeiro, foi
determinada a concentracdo letal mediana (CL50) de lambda-cialotrina, e no segundo, os
especimes foram cronicamente expostos a lambda-cialotrina na dosagem subletal obtida no
primeiro experimento por diferentes periodos. Ao longo de ambos 0s experimentos, a qualidade
da &gua foi monitorada duas vezes por dia, medindo pardmetros como o pH (8,3 + 0,1), o
oxigénio dissolvido (6,7 £ 0,5 mg/L), a temperatura (23,9 + 2,02 °C), condutividade elétrica
(101,6 = 7,2 uS/cm), nitrito (0,30 £ 0,1 mg/L) e nitrato (2,4 £ 0,6 mg/L).

2.2. Teste de toxicidade aguda (concentracdo letal média, ap6s 96h)

Noventa espéecimes (22,2 + 1,5 g) foram divididos aleatoriamente e alocados em seis
aquarios de 110 L (n = 15 peixes / aquério), correspondendo a ~1 g / L de biomassa (ABNT,
2004). Posteriormente, eles foram expostos a uma formulacdo comercial de lambda-cialotrina
(Trinca Caps®, UPL do Brasil, 25% (m/v) [(S) -a-ciano-3-fenoxibenzil (1R, 3R) -3- [ (Z) -2-
cloro-3,3,3-trifluoropropenil]-2,2-dimetilciclopropanocarboxilato]) durante 96 h. Foram
empregadas concentragdes nominais de 0,0, 4,0, 8,0, 16,0, 32,0 € 64,0 ug / L do composto em
aquario sob aeracao artificial e protegido da luz solar por 96 h (APHA e AWWA, wef, 1998).
Os espécimes mortos, quando presentes, eram removidos de hora em hora. No final do periodo
de teste, realizou uma analise de regressdo ndo linear (método binomial), com os dados de
concentracdo nominal (ug / L) transformados em log CL50 (96 h) de 11,2 + 3,9 ug/ L (7,3-
15,1 ng / L 95% CI, Fig. 1). Foi utilizado para esta analise o software GraphPad Prism 7.0
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EUA).

2.3. Teste de toxicidade cronica

Os espécimes juvenis (n = 80; 139,8 + 24,2) foram separados aleatoriamente em dois
grupos experimentais (exposto e controle) e foram mantidos em jejum por até 240 h em aquarios
de 110 L, em condicdes estaticas. Todos os parametros de qualidade da &gua foram medidos e
ndo tiveram diferengas significativas em relacdo aos valores medidos durante o periodo de
aclimatacdo (ver acima). Uma concentragdo nominal subletal de 0,86 pg / L de lambda-
cialotrina foi aplicada como um valor de 1/13 CL50 da mesma formulag¢&o comercial usada no
teste de toxicidade aguda. Resumidamente, a CL50 (11,2 pg / L) foi ajustado de acordo com o
peso corporal dos espécimes expostos (146,3 + 22,2 g, n = 40; 13,3 g/ L biomassa). As 24, 96,

168 e 240 h, dez espécimes foram removidos para analise. As demais amostras ndo expostas (n
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= 40, 133,4 + 23,4 g) foram avaliadas como grupo controle de acordo com cada tempo de

exposicao.

2.4. Perfil osmorregulatorio

Apos anestesia em solugéo de eugenol (50 mg/L™), o sangue foi colhido por puncdo na
veia caudal com seringas (3 ml) e agulhas (21G x 17) previamente banhadas com solugdo de
heparina (1000 UI/mL). As amostras foram refrigeradas a (5 °C) e processadas até 4 horas apos
a colheita. Uma amostra de sangue total (250 pl) foi obtida para anélise dos valores séricos de
Na*2, K*, CL, Ca™?, HCO;3; e H* (mmol/L), pH (1-14), lactato e glicose (mg/dL). Os valores
foram determinados por automagdo (Cobas TM Auto-Trol Plus B; COBAS 221, Roche®), de
acordo com os métodos e procedimentos de controle de qualidade recomendados pelo
fabricante (ROCHE, 2014).

2.5. Histologia branquial

Ap0s a colheita do sangue os animais foram eutanasiados em solucdo de eugenol (450
mg L) de acordo com o protocolo descrito por Kildea et al. (2004). Em seguida, fragmentos
de brénquias de todos os individuos dos respectivos grupos experimentais (expostos e
controles), foram fixados em solucdo tamponada de formol 10% por 24 horas e, posteriormente,
transferidos para solucdo de alcool 70% até processamento histologico para inclusdo de
Paraplast® (Sigma). Os cortes histolégicos (3 um de espessura) foram corados com
hematoxilina e eosina (HE), &cido periddico de Schiff (PAS) e Alcian blue (AB, pH 2.5)
analisados em microscopia de campo claro (CARSON & HLADIK, 2009). Os niveis de
alteracdes teciduais (NAT) foram estimados de acordo com o método relatado por Poleksic e
Mitrovic-Tutundzic (1994) e Bernet et al. (1999). Resumidamente, o NAT foi baseado nas
caracteristicas das reagdes iniciais (o), bem como a importancia dos achados (®). A Tabela 1
apresenta as alteragdes histoldgicas e seus respectivos graus de importancia. A seguinte formula

foi usada para estimar o NAT:

NAT = Zat (0 X ©);
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onde: a, representa o respectivo grau de importancia das lesdes (1, reversivel; 2,
reversiveis ap0Os neutralizagdo do agente; 3, irreversivel) e w, representa a distribui¢do e

frequéncia das alteracdes: (0, ausente; 1, pouca; 2, moderada; 3, acentuada).

2.6. Atividade enzimatica da AChE

Fragmentos do encéfalo foram acondicionados em tubos de ensaio com tampéo Tris
HCI 10 mM [pH 7,2] resfriado, na propor¢do de 1:10 (massa: volume). Em seguida, foram
homogeneizados e centrifugados a 1000 g (2500 rpm) por 15 min a 4 °C. O sobrenadante foi
separado em microtubos e congelado a -20 °C (24-48h), para quantificacdo e inibicdo da
acetilcolinesterase (AChE). Para a analise da atividade enzimatica utilizou-se 20 pL de
sobrenadante adicionados a reagente contendo fosfato de potassio 50 mM HEPES, e 20 uL de
Iso-OMPA (inibidor da de butirilcolinesterase), incubados por 30 min. Em seguida, foi
adicionado 1 mM do substrato acetiltiocolina (AcSCh) para iniciar a reacdo, que durou 10 min
a 37 °C. A reacdo foi interrompida pela adicdo de 3mM de brometo de neostigmina e
desenvolvida pela adicdo de 0,5 mM de acido 5,5-ditiol bis- (acido 2-nitrobenzoico). A
tiocolina, um produto da hidrolise de AcSCh, reage com o acido 5,5-ditiol bis- (acido 2-
nitrobenzoico) e gera o anion 5-tio-2-nitrobenzoato, cuja concentracdo apds a reacdo foi
determinada por espectrofotometria (Amax = 412 nm) a temperatura ambiente (22-25 °C). A
atividade da AChE foi expressa como umol de AcSCh, hidrolisado por minuto por mg de
proteina. O conteddo de proteina foi determinado pelo método do azul de Coomassie, usando
albumina de soro bovino como padrdo (BRADFORD, 1976).

2.7. Andlise estatistica

Os perfis de eletrolitico e AChE foram avaliados usando um modelo linear generalizado
misto para comparar o efeito do tratamento (a diferenca entre os grupos de exposic¢ao e controle)
entre os periodos de exposicdo, com comparagdes pareadas realizadas usando o teste de
diferenga do minimo significativo. O NAT foi comparado entre os periodos de exposi¢do
usando o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido por comparagfes pareadas usando
o teste Mann-Whitney U, utilizando o software SPSS 23.0 (IBM®). O grafico de caixa foi
construido usando os valores do NAT. A mediana, 25° e 75° quartis e 0s intervalos interquartis
minimo e maximo nesses graficos foram considerados para realizar as comparagdes entre 0s

grupos. Para comparar 0s grupos controle e exposto quanto as alteracbes patoldgicas, foi
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realizada uma analise de escala multidimensional ndo métrica (nMDS). Primeiro, preparamos
uma matriz completa de caracteristicas de peixes com cada peixe como uma linha e cada
alteracdo como uma coluna e com a incidéncia de cada alteragdo multiplicada por seu respectivo
escore de importancia (o na formula NAT). Uma matriz de distancia foi entdo calculada usando
o0 indice de Gower de similaridade entre peixes. Em seguida, realizamos uma andlise de
variancia multivariada permutacional (ANDERSON, 2001) para testar a influéncia dos
periodos de exposicao e suas interaces nas pontuacdes da matriz de distancia de Gower. Para
calcular o valor p, restringimos as permutacdes tratando os periodos de exposi¢do como blocos
(ou seja, as diferencas entre os grupos de controle e exposto foram testadas apenas para cada
periodo de exposic¢do). Finalmente, foi feita uma comparacdo multinivel de pares entre os
periodos de exposicdo. Os pacotes R (R Core Team, 2018) “RVAideMemoire e “vegan” foram
usados para essas analises (OKSANEN et al., 2019).

3. Resultados

3.1. Teste de toxicidade cronica e perfil osmorregulatério

N&o houve mortalidade durante o periodo de exposicdo no teste de toxicidade crénica.
No entanto, o sddio e potassio sofreram alteracdes e apresentaram perfis distintos. Enquanto os
niveis de Na*? diminuiram em 96 horas pds-exposicdo (hpe) em relacdo ao controle e superior
as 240 hpe em comparacao aos demais periodos, 0s niveis de potassio aumentaram nos animais
expostos por 24h e apresentaram queda em outros periodos. Ao contrério, o cloreto ndo sofreu
efeito quanto aos tempos de exposicao enquanto que o calcio foi inferior as 24 hpe e superior
nos periodos subsequentes (Figura 2). Os niveis de pH, lactato e o bicarbonato séricos
mostraram perfis semelhantes. O pH e o bicarbonato foram superiores as 240 hpe, enquanto o
lactato aumentou as 168 e 240 hpe, respectivamente. A concentracdo de ions H™ ndo variou
entre os controles, mas foi inferior as 240 hpe em relacdo aos demais periodos. Em contraste, a
glicose foi superior em relacdo aos respectivos controles, mas ndo variou entre os periodos de

exposicdo (Figura 3).
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3.2. Atividade enzimética de AChE

Houve reducéo (P<0,05) dos niveis da Acetilcolinesterase (AChE) apenas em 24 e 240
hpe. As 96 e 168 hpe os valores foram semelhantes aos respectivos controles e ndo diferiram

entre si (Figura 4).

3.3. Analise histoldgica das branquias

A anélise de nMDS revelou a composicdo das alteracGes em traco representando cada
pontuacédo de importancia (), resultando em grupos de subconjunto encontrados dentro dos
diferentes periodos de exposicdo. Além disso, as caracteristicas dos peixes com periodos de
exposicdo crbnica a lambda-cialotrina (168 e 240 hpe) tiveram um conjunto distinto de
pontuacbes daqueles com periodos de exposicdo aguda, que apareceram destruicdo mais
dispersas no diagrama de ordenagdo do nMDS (Fig. 6). Assim, os periodos de exposi¢do de
longa duracdo foram melhor diferenciados com base nas alteracbes com valores de w3
(alteracdes irreversiveis), que consistiam na presenca de necrose, com ou sem fibrose lamelar.

Todas os periodos apresentaram alteracdes histoldgicas, mas ndo houve diferenca entre
eles quanto ao indice do NAT (Figura 5). As 24 e 96 hpe os valores foram referentes as
alteracbes de carater circulatorio, tais como hiperemia vascular, aumento da espessura do
epitélio das lamelas primarias (proliferacdo epitelial lamelar — PEL) e edema de lamela
secundaria, associados ou ndo a fusdes lamelares secundarias focais (Figura 7, b e c). Nos
periodos subsequentes, houve aumento no grau de importancia das alteraces histologicas,
especialmente para lesdes classificadas no estagio 11. PEL associada a necrose com subsequente
fibrose focal, infiltrado granulocitico e atrofia lamelar, foram observadas com maior frequéncia
as 168 hpe (Figura 7, c, d, e). A hipertrofia proliferativa das células de muco foi observada em
todos os periodos, porém, a frequéncia foi maior nos dois Gltimos periodos (Figura 7, g). A
necrose lamelar, com fusdo completa de lamelas secundarias associadas a presenca de
aneurismas tromboticos com fibrose ou ndo, ocorreram exclusivamente as 240 hpe em apenas

dois espécimes (Figura 7, f e h). Neste periodo houve aumento da amplitude do NAT.

4. Discussao

No presente estudo a resposta ao teste de longa duracao foi obtida para O. niloticus em
um sistema estatico, onde ndo ha renovacgéo da solucdo teste (ADAMS & ROWLAND, 2003;
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MORAES et al., 2018). Este sistema foi adotado porque a lambda-cialotrina possui alto fator
de bioconcentracdo organica (YAMAUCHI, 1985), e estavel em pH 7,0 com solubilidade
relativamente baixa e tem meia-vida de até 28 dias para degradacdo em sistemas aquéticos
aerobios (LASKOWSKI, 2002). De acordo com o desenho do nosso estudo, a concentragdo
subletal estimada para os espécimes juvenis, embora tenha sido menor do que em outros estudos
(MUTHUKUMARAVEL et al., 2013; GUEDEGBA et al., 2019; ARULRAJ et al., 2019) era
capaz de alterar a osmorregulacédo e morfologia branquial de até 240 hpe.

As respostas de AChE e osmorregulacdo aqui observadas indicaram que a exposi¢ao
induziu uma situagéo estressante nesses peixes, com mudangas marcantes ocorrendo entre 0s
periodos experimentais. A atividade da AChE diminuiu em 24 hpe, sugerindo um efeito
imediato da lambda-cialotrina na atividade do nervo sinaptico. A supressdo desta enzima leva
ao acumulo de acetilcolina nas sinapses do sistema nervoso somatico, 0 que aumenta 0s
processos de contracdo muscular voluntéria, mas é seguido por paralisia, um efeito tipicamente
observado em estudos de varios pesticidas (HABIG & DIGIULIO, 1991; KUMAR et al., 2009;
PINER & UNER, 2014). A reducdo na atividade enzimatica observada durante o periodo
posterior pode ser atribuida ao processo de desintoxicacdo, sugerindo que pode apresentar
bioconcentragdo em outros tecidos que ndo o sistema nervoso (HE et al., 2008). Além disso, 0
aumento dos niveis de glicose circulante observado durante todos os periodos avaliados teria
induzido a liberacdo de adrenalina e a glicogendlise hepatica em resposta a maior demanda
metabolica (SCHRECK & TORT, 2016). O acumulo de pesticidas, especialmente no tecido
pancreatico, compromete seletivamente a producéo de insulina, resultando em altos niveis de
glicose circulante (DIWAN et al., 1979; VERMA et al., 1983; EL-SAYED et al., 2007). Assim,
a concentracdao empregada teve um efeito mais proeminente no metabolismo energético do que
na toxicidade do sistema nervoso.

O estresse induzido em peixes expostos a diferentes compostos quimicos afeta seu perfil
osmorregulador, cuja fungdo priméaria é manter a pressao osmatica e a homeostase dos fluidos
corporais. No entanto, a resposta idnica dose-dependente € complexa, além de estar envolvida
na integridade celular, também é importante para a capacidade adaptativa de uma espécie a
estressores quimicos (TAKEI & HWANG, 2016). Os niveis séricos de Na*? e ClI- geralmente
diminuem por meio da perda urinaria imediatamente apds um estimulo adrenérgico
(MCDONALD & MILLIGAN, 1997). Neste estudo, apenas o0s niveis de sodio diminuiram a
partir de 96 hpe, seguido por aumento a 240 hpe, 0 que pode ter ocorrido por causa de respostas
compensatdrias, como aumento da perfusdo branquial em resposta ao estresse (MCDONALD

et al., 1991). O perfil de potassio foi o parametro mais atipico entre os periodos estudados, a
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hipercalemia em 24 hpe também foi observada durante a exposi¢do aguda a agentes quimicos
em outros estudos associados a altera¢des nos niveis de ions de sodio ou cloreto envolvidos nos
mecanismos de co-transporte (KNUDSEN & JENSEN, 1996; VIEIRA & MARTINEZ, 2018).
A hipocalemia, ao contrario, se manifesta em situacdes de estresse cronico, devido ao aumento
da diurese renal relacionada a perda de seletividade celular no epitélio branquial, como
observado anteriormente em O. niloticus exposto a atrazina (FISCHER-SCHERL et al., 1991,
MCDONALD e MILLIGAN, 1997).

Em alguns estudos, o equilibrio acido-base depende desses processos regulatorios e que
varia em funcédo da espécie, ingrediente ativo, concentracdo do agente téxico, aspecto osmético
do ambiente aquatico e episodios de estresse (MCDONALD & MILLIGAN, 1997; PERRY &
WOOD, 1989; HARMON, 2009). Os resultados demonstraram que a exposi¢do prolongada a
lambda-cialotrina altera os perfis acido-base. O aumento nos valores de pH e bicarbonato
aumentou a alcalinidade plasmatica em 240 hpe. O aumento do pH reduz a concentragdo de
dioxido de carbono nos tecidos, e isso pode ter um efeito protetor sobre o processo
osmorregulador (TUFTS & PERRY, 1998). Como a absorc¢éo do didxido de carbono é rapida,
0 aumento continuo na ventilacdo respiratéria poderia garantir que os niveis adequados de
transferéncia de oxigénio nos tecidos fossem mantidos (RANDAL & DAXBOECK, 1984;
NIKINMAA & SALAMA, 1998). Assim, a perda de hidrogénio pode ter sido compensada por
uma maior producdo de bicarbonato em peixes expostos. A associacdo desse processo com a
elevacdo do lactato sérico em 168 e 240 hpe pressupde o envolvimento do metabolismo
energético no aumento do nivel de bicarbonato. Em Oreochromis mossambicus exposto a
cipermetrina, a queda do glicogénio hepatico ocorre junto com diminui¢cBes na lactato
desidrogenase e aumentos nos niveis de lactato circulante, devido a reducdo da producdo de
piruvato através do ciclo do &cido tricarboxilico (REDDY & YELLAMMA, 1991). Portanto,
os perfis osmorregulatorios e o equilibrio acido-basico sugerem que embora procurada a
compensacao eletrolitica tenha sido procurada, 0 gasto energético para as respostas contra a
toxicidade da lambda-cialotrina foi alto, 0 que ocorreu ao custo de induzir alteracdes
histoldgicas nas branquias.

O conjunto de mudangas observadas nos periodos poOs-exposicdo representa um
processo cronologicamente progressivo, cujos impactos estiveram diretamente ligados a
exposicdo a lambda-cialotrina. Além disso, a natureza de algumas alteragdes teciduais foi
dindmica e dependente do tempo de duracdo da exposicdo. Nos processos de intoxicagdo
cronica, as lesbes apresentavam alteraces de perfil, tanto na origem quanto na intensidade.

Nesse sentido, a analise de nMDS foi uma ferramenta Util para demonstrar as interagdes entre
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0s escores das lesbes e os periodos de exposicao, apds as analises dos valores de NAT nao
revelarem diferencas significativas entre eles. Esta analise mostrou que 168 hpe foi um periodo
critico para o aparecimento de lesdo irreversivel apds a exposicdo a lambda-cialotrina,
coincidindo com altos niveis de lactato, que sugere falhas na troca de oxigénio pelo epitélio
lamelar. Neste estudo, a PEL e a hiperplasia de células mucosas foram as alteracbes mais
frequentes observadas imediatamente ap6s a exposi¢do, seguidas por infiltracdo de células
granulociticas. Particularmente, o disturbio lamelar epitelial é quimiotatico para células
granulociticas geralmente mediadas por fatores pro-inflamatdrios em resposta ao aumento da
peroxidacao lipidica na célula epitelial em resposta a presenca de lambada-cialotrina (VIEIRA
& MARTINEZ, 2018). Além disso, a hiperplasia de células mucosas foi notavelmente
pronunciada a partir de 168 hpe, concordando com altos niveis de lactato. Este achado confirma
a caracteristica protetora, bem como um papel regulador idnico e acido-base, conforme relatado
anteriormente (PERRY et al., 1993; SHEPHARD, 1994). Neste cenario, embora em menor
extensdo, o aneurisma lamelar coincidiu com a necrose focal do epitélio lamelar de 168 hpe em
diante, relatado em varios estudos com lambda-cialotrina e outros piretroides (VELISEK et al.,
2007; VELMURUGAN et al., 2007; CUNHA et al., 2018). Lesdes com essas caracteristicas
foram previamente observadas em O. niloticus ap6s exposicdo a cipermetrina por pelo menos
35 dias (KORDMAZ et al., 2009).

5. Concluséo

Os resultados demonstraram que O. niloticus exposto a uma concentracéo subletal de
lambda-cialotrina sofre alteragdes na osmorregulacdo sérica associadas a alteracdes
histologicas em suas branquias. Essas alteracbes foram caracterizadas por hipocalemia,
hipercalcemia, hiperglicemia e alcalose respiratoria, principalmente a partir de 240 horas ap6s
a exposicdo. Considerando as propriedades altamente lipofilicas que caracterizam o0s
piretroides, em particular a lambda-cialotrina, o tempo de exposicdo dos peixes a baixas
concentragdes continuas pode apresentar um conjunto de importantes desordens envolvendo 0s
demais sistemas. As consequéncias da desregulacdo podem ser tardias em termos de
produtividade na piscicultura ou um custo ambiental consideravel. Nesse sentido, esforcos
devem ser continuados no sentido de integrar as melhores praticas de manejo para prevenir o
escoamento de agrotdxicos, e consequentemente reduzir ou prevenir riscos inerentes aos efeitos

toxicolégicos.
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ANEXOS

o1

Tabela 1. Classificacdo™ das alteracfes histologicas da branquia, quanto ao tipo de lesdes e
dos estagios em que se inserem nos respectivos 0rgaos.

Orgéos

Alteracdes histoldgicas

Grau de alteracédo

Branquias

Hipertrofia e hiperplasia epitelial
Descamagcéo epitelial

Infiltrado inflamatorio epitelial
Espessamento epitelial

Proliferacdo celular epitelial

Atrofia lamelar

Hiperplasia de células de muco
Hipertrofia e hiperplasia de células cloreto
Hipertrofia de células de muco
Hemorragia

Edema lamelas secundérias
Aneurisma

Hiperemia

Ruptura do epitélio lamelar

Fuséo de lamelas secundérias

Fusdo completa de lamelas secundéarias
Rodlet + Hiperemia + Infiltrado
Aneurisma com fibrose

Fibrose epitelial

Necrose

1

WWNNNNRRPRPRRPRRPRPRRERRERERER

w

* De acordo com Poleksic & Mitrovic-Tutundzic (1994); Bernet et al. (1999); 1, alteracdes
reversiveis; 2, alteracdes reversiveis apds neutralizacao do agente; 3, alteracGes irreversiveis.
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* concentracdo ativa do ingrediente de acordo com a formulacdo comercial (Trinca Caps®)

Figura 1. Taxa de mortalidade em Oreochromis niloticus expostos a diferentes
concentragOes de lambda-cialotrina e respectiva curva para o célculo da CLso 96h (IC 95%

7,3-15,1 pg LY.
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Figura 2. Perfil sérico do sodio, potassio, cloreto e célcio em Oreochromis niloticus
expostos a lambda-cialotrina (0,86 pug L) em diferentes periodos. *, P<0.05 entre controle
(caixas brancas) e expostos (caixas cinzas); letras distintas entre expostos representam
diferenga significativa (P<0.05).
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Figura 3. indices de pH e perfil sérico do lactato, hidrogénio, bicarbonato e glicose em
Oreochromis niloticus expostos a lambda-cialotrina (0,86 pg L) em diferentes periodos. *,
P<0,05 entre controle (caixas brancas) e expostos (caixas cinzas); letras distintas entre
expostos representam diferenca significativa.
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Figura 4. Perfil da Acetilcolinesterase em Oreochromis niloticus expostos a lambda-
cialotrina (0,86 g L) em diferentes periodos. C, Controle. *, P<0,05 entre controle (caixas

brancas) e exposto (caixas cinzas).
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Figura 5. Niveis de alteracGes histologicas (NAT) branquiais em Oreochromis niloticus
expostos a lambda-cialotrina (0,86 pg L) em diferentes periodos. *, P<0,05 entre controle
(caixas brancas) e exposto (caixas cinzas).
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Figura 6. Diagrama de ordenagdo mostrando os resultados do escalonamento dimensional
ndo métrico realizado com uma matriz de distancia de Gower calculada a partir do escore de
importancia histopatologica (wl: facilmente reversivel, w2: alteraces moderadas com
provavel recuperacdo apds o término da exposicdo e w3: alteragBes irreversiveis) em

Oreochromis niloticus exposto a lambda-cialotrina (0,86 ug L) ap6s diferentes periodos de
tempo.
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Figura 7. Cortes histoldgicos de branquia corados com HE de Oreochromis niloticus
expostos a 0,86 pg / L de lambda-cialotrina. (A) tecido normal de uma amostra controle 24
h apds-exposicdo (hpe); camada de celulas epiteliais estratificadas constitui a lamela
primaria (ec), vasos sanguineos (bv), tecido cartilaginoso (ct), célula muco (mc), células
pilares (pc), célula de cloreto (cc), eritrocito (e) dentro do capilar vaso da lamela secundaria.
Escala de barra = 50 um. (B) proliferacdo focal lamelar do epitélio com fusdo da lamela
secundaria (ponta de seta) observada em 24 hpe. Escala de barra = 100 um. (C) infiltragdo
intensa de células granulociticas eosinofilicas (EGC) entre o epitélio lamelar, lamelas
secundarias abaixo do seio venoso central (cvs) da lamela primaria estdo intactas, apesar da
gravidade da proliferacdo lamelar epitelial em 96 hpe. (D) fusdo lamelar severa com
dissociagdo focal de células epiteliais (asterisco), processo proliferativo inicial de células
muco (ponta de seta) associado a leve formacéo de tecido fibroso (seta branca) em 96 hpe.
Escala de barra = 50 um. (E) (F) e (G) um aspecto tipico de células de muco caracterizadas
pela producdo de mucinas acidas (F) e neutras (G). Hiperplasia de células muco (ponta de
seta) e hipertrofia (seta) sdo observadas em 168 hpe. Amostra corada por HE (E), acido
periodico-Schiff (PAS; F) e método de alcian blue (AB; G). Escala de barra = 50 pm. (H)
hipertrofia de células muco (seta branca) em resposta a infiltracdo de células granulociticas
eosinofilicas (seta preta); em algumas sec¢des, as células rodlet (ponta de seta) apareceram
em uma fileira formando uma camada externa no epitélio da lamela priméaria; em 168 hpe.
Escala de barra =50 pum. (I) baixa ampliagdo de um conjunto de lamelas primarias mostrando
aneurismas vasculares difusamente distribuidos ao longo da proliferacdo epitelial lamelar
(asterisco). (J) em detalhes, um aneurisma no interior de capilares de lamelas secundarias
proximo a necrose de células epiteliais lamelares (ponta de seta), observada em 240 hpe.
Escala de barra = 100 um. (K) ruptura extensa de lamelas secundarias entre a necrose de
celulas epiteliais (asterisco) em uma secdo de lamelas priméarias em amostra de 240 hpe.
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ANALISE BIOQUIMICA E HISTOPATOLOGICA DE BRANQUIA, FIGADO E RIM
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! Doutorando no Programa de Ciéncia Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — Universidade Federal de
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2 Laboratorio de Patologia Experimental - LAPEX, Instituto de Biociéncia - Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
3Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, 79002-970,
Mato Grosso do Sul, Brasil

Resumo: No presente estudo avaliou o perfil enzimatico e alterac@es histologicas na branquia,
figado e rim de Oreochromis niloticus expostos ao inseticida Lambda-cialotrina (LCT), na
concentracio de 1, 24 pg L, em periodos agudo e cronico. As tilapias (n=60; 108,89 + 36,22)
foram submetidas a trés periodos de exposi¢do: 72, 168 e 336 hpe (horas p6s-exposic¢do) e, 30
espécimes apos a exposicao, foram transferidos para um ambiente livre de contaminantes (15
dias) para identificar possivel recuperagdo. Nesse contexto, objetivou-se verificar o efeito
subletal do produto em diferentes periodos de exposicdo e a capacidade de recuperacdo da
espécie. Para avaliacdo do perfil enzimético analisados as enzimas aspartato transferase (AST),
alanina transferase (ALT) e gama glutamil transferase (GGT), e os achados histoldgicos foram
classificados conforme a gravidade e a intensidade das lesdes através do NAT (niveis de
alteracdo tecidual). Os exemplares expostos em 72 hpe apresentaram redu¢do nos niveis séricos
de AST, em contrapartida, os valores de ALT aumentaram conforme o tempo de exposig&o.
Apds 0s ensaios 0s peixes apresentaram diversas alteragdes teciduais importantes, como
predominio de degeneragdes difusas dos hepatocitos, acimulo de lipofuscina e necrose no
figado; nas branquias a presenca de fusdo lamelar completa frequente, ruptura e necrose das
células epiteliais; e no rim, processos degenerativos tubular focal, inclusbes hialinas e
hipertrofia nas células tubulares. A analise histologica revelou alteracdes em todos os tecidos
estudados, indicando efeitos tdxicos em tilapias expostas a concentragdes subletais de LCT.

Palavras-chave: Biomarcadores enzimaticos, toxicologia, piretréides.

BIOCHEMICAL AND HISTOPATHOLOGICAL ANALYSIS OF GILL, LIVER AND
KIDNEY OF TILAPIA Oreochromis niloticus EXPOSED TO LAMBDA-CYHALOTHRIN

Abstract: The present study evaluated the enzymatic profile and histological alterations in the
gill, liver and kidney of Oreochromis niloticus exposed to the insecticide Lambda-cyhalothrin
(LCT), at a concentration of 1.24 ug L, in acute and chronic periods. Tilapias (n=60; 108,8g
+ 36,22) were subjected to three exposure periods: 72, 168 and 336 hpe (hours post-exposure)
and, 30 specimens after exposure, were transferred to a contaminant-free environment (15 days)
to identify possible recovery. In this context, the objective was to verify the sublethal effect of
the product in different periods of exposure and the ability to recover of the species. For
evaluation of the enzymatic profile, was analyzed the enzymes aspartate transferase (AST),
alanine transferase (ALT) and gamma glutamyl transferase (GGT), and histological findings
were classified according to the severity and intensity of lesions through DTC (degree of tissue
change). The specimens exposed in 72 hpe showed a reduction in serum AST levels, on the
other hand, the ALT values increased according to exposure time. After the tests, the fish
showed several important tissue alterations such as a predominance of diffuse degenerations of
hepatocytes, lipofuscin accumulation and liver necrosis; in the gills, the frequent presence of
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complete lamellar fusion, rupture and necrosis of epithelial cells; and in the kidney, focal
tubular degenerative processes, hyaline inclusions and tubular cell hypertrophy. Histological
analysis revealed alterations in all tissues studied, indicating toxic effects on tilapia exposed to
sub-lethal concentrations of LCT.

Keywords: Enzymatic biomarkers, toxicology, pyrethroids.

INTRODUCAO

A piscicultura é o setor que mais expande suas atividades no Brasil, onde a producéao de
pescado aumentou de forma acentuada nas ultimas décadas enquanto o extrativismo de
organismos aquaticos esta estabilizado desde 1990 (CAMARGO & AMORIM, 2020). Esse
crescimento estd diretamente ligado a demanda por alimentos altamente nutritivos e a

disponibilidade de recursos naturais favoraveis a cadeia produtiva do peixe.

Nesse cenario, a tilapia (Oreochromis niloticus) se tornou a espécie mais produzida no
Brasil em 2020, representando cerca de 40% da producdo total de pescado em territorio nacional
(PEIXE BR, 2021). E uma espécie tropical, com habito alimentar onivoro, conversio alimentar
entre 1 a 1,8, boa adaptabilidade a condi¢cBes ambientais variaveis, rusticidade e tolerancia a
baixos niveis de oxigénio (MOREIRA et al.,, 2001). Sua alimentagdo baseia-se em
fitoplanctons, pequenos invertebrados, detritos, frutos e plantas aquaticas, com maturidade
sexual por volta de 6 meses e facil adaptacdo a racbes comerciais (FAO, 2010; FISHBASE,
2021).

A espécie é criada predominantemente no sistema intensivo em tanques-rede, fator que
influencia de maneira negativa nos aspectos sanitarios da producao, levando em consideracdo
a necessidade da utilizacdo de manejos que induzem estresse nos peixes de cultivo (SILVEIRA
etal., 2009; KUBITZA, 2015; CAMARGO & AMORIM, 2020). A intensificacdo dos sistemas
é um processo imprescindivel para uma producdo eficiente, com reducdo de custos e da
manutencdo na qualidade do produto (KATO & FREITAS, 2015). Um dos manejos mais
comuns presentes na piscicultura continental intensiva é a utilizagdo de produtos quimicos no
combate a ectoparasitos, que mesmo em exposicdo moderada aos agentes toxicos, sao
produzidas respostas adaptativas para 0s organismos aquaticos. Embora a piscicultura seja uma
atividade altamente rentavel, tem causado diversos problemas ambientais, como o crescimento
de populagbes bacterianas especificas na microbiota aquatica natural, o acimulo de residuos
derivados da racédo e possivel proliferacdo de microrganismos resistentes a antibioticos devido
ao uso indiscriminado (MAXIMIANO et al., 2005; SOARES & BARROS, 2020).
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A lambda-cialotrina (LCT) se destaca como um dos principais compostos quimicos
utilizados em culturas, destacando-se por possuir maior atividade residual, estabilidade e
retorno financeiro em comparacdo aos outros agrotoxicos disponiveis. A cialotrina ((2)-
(1S,3RS)-3-(2-cloro-3,3,3-trifluoroprop-1-enil)-2,2- dimetilciclopropanocarboxilato de (R)-
alfa-ciano-3-fenoxibenzila) € um inseticida piretréide do tipo Il, utilizada no controle de
artrépodes em culturas agricolas, considerada toxica para 0s peixes e organismos aquaticos
(FAO, 2006; GU et al., 2007). Como a LCT ¢é um pesticida agricola, o foco das pesquisas esta
em torno de sua especificidade na area, a capacidade de permanéncia no solo e possivel
contamina¢do em mamiferos. Segundo testes laboratoriais 0s peixes sdo susceptiveis a
piretréides sintéticos, que por sua vez, as concentracdes subletais obtidas da DL50gen para esses
compostos geralmente sdo valores abaixo de 10 ug L* (AMIN & HASHEM, 2012).

Durante os testes de toxicidade sdo observados a interacdo das substancias em
organismos Vvivos, relacionando seus efeitos com a concentragdo e o tempo de exposi¢do ao
contaminantes, ou seja, 0s estudos toxicolégicos tém como finalidade avaliar os danos
referentes a exposicdo desses organismos ao ambiente contaminado (VELMURUGAN et al.,
2007). Para avaliacdo das respostas, sdo recomendados &rgdos responsaveis pela
biotransformacéo e excrecao de xenobidticos, como as branquias, figado e rins (YILDIRIM et
al., 2006; LINS et al., 2010).

Durante o processo de biotransformacdo o tecido hepatico pode apresentar diversas
alteracdes morfologicas, desde vacuolizacao a necrose, dependente da concentracdo e o tempo
de exposicdo (HILTON et al., 2001; BENZE et al., 2014). Eventualmente, a capacidade de
bioacumulacéo dos peixes pode se tornar outra preocupacdo quanto ao emprego de inseticidas
agricolas em tratamentos terapéuticos para peixes comerciais (GUIMARAES & CALIL, 2008).
O uso indiscriminado pode gerar implicacdes para a sadde publica conforme o consumo de
animais contaminados, bem como potenciais impactos nos ecossistemas proximos as
pisciculturas (MALLIN et al., 2011).

Os objetivos deste estudo foram: I - avaliar os efeitos da presenca da lambda-cialotrina
na atividade enzimatica da AST, ALT e GGT; Il - identificar as respostas histopatoldgicas nas
branquiais, figado e rins em tilapias-do-Nilo (Oreochromis niloticus) submetidas a diferentes
periodos de exposicao, utilizando dose subletal (1,24 pg L) de LCT; 111 - verificar a capacidade
de recuperacdo das tilapias, transferidas para ambiente livre de contaminantes, apds os periodos

de exposicéo ao inseticida.
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MATERIAL E METODOS

Comité de Etica no Uso de Animais

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as normas éticas aprovados
pelo CEUA (Comité de Etica no Uso de Animais) da Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul, sobre o Protocolo n° 919/2017.

Local de estudo e Amostragem de peixes

Os ensaios foram conduzidos no setor de piscicultura (Grupo de pesquisa - AquiMS) e
Laboratdrio de Patologia Experimental (Lapex), no Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Salde,

na Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

Noventa espécimes de Oreochromis niloticus oriundos da mesma desova foram
capturados no setor de piscicultura da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, com peso
corporal de 108,89 + 36,22g. Todos 0s animais passaram por um periodo de aclimatacdo de 15
dias, mantidos em caixas de polietileno com capacidade de 110 L em sistema semi-estético,
aeracdo artificial, controle de temperatura (26-28°C) e renovacdo de 25% do volume total de
agua a cada 48 horas. Durante esse periodo, receberam alimentacdo extrusada comercial para
peixes onivoros (36,0% de proteina bruta, 88,0% de matéria seca, 11,0% de matéria mineral,
6,0% de fibra bruta, 6,0% de extrato etéreo e 1,4% de fésforo), uma vez ao dia (08h), em razéo

a 2% da massa corporal.

Ensaio Experimental — Teste de toxicidade

Os espécimes foram separados aleatoriamente em trés grupos experimentais (controle,
expostos e recuperacao), mantidos em jejum por até 360h em caixas de polietileno (110L) em
condicOes estaticas. Para a exposicao, foi realizado um ajuste na dose subletal de acordo com a
média do peso corporal dos espécimes expostos (108,89 + 36,22, n= 60; 9,9 g L™ biomassa).
Nesse cenario, uma concentragdo nominal subletal de 1,24 ug L de lambda-cialotrina foi
aplicada como um valor de 1/9 DL50 da mesma formulagdo comercial usada previamente no
teste de toxicidade aguda (DL50gsn) obtida por Fernandes et al. (2020).
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Os peixes (n = 30) foram expostos por 72, 168 e 336 horas, e posteriormente, 20 foram
analisados e 10 foram mantidos por 15 dias em aquarios sem 0 composto, constituindo o grupo

recuperacdo. Todos avaliados ao término do periodo experimental.

Durante o periodo experimental foi realizado controle da qualidade de &gua em todos 0s
grupos, monitorando-se diariamente o pH, oxigénio dissolvido (mg L), aménia (mg L?) e
temperatura (°C) com auxilio do medidor multipardmetro (Sanxin - Modelo SX751A) e kit
comercial (ALFAKIT, Floriandpolis, Brasil).

Anélises Bioquimicas

O sangue foi colhido dos peixes por pungdo da veia caudal com seringas (3 mL)
previamente banhadas em solugdo heparina (1000 Ul mL™), ap6s anestesia em solug&o eugenol
(50 mg L1). Para a determinagéo dos valores séricos do aspartato transferase (AST), alanina
transferase (ALT) e gama glutamil transferase (GGT), o soro foi obtido por meio da
centrifugacdo do sangue (5 minutos em rotacdo de 3.000 rpm) e congelado a -20°C até o
momento da realizacdo das andlises (UI/L). Esses valores foram determinados pela automacéo
(Cobas TM Auto-Trol Plus B; COBAS 221, Roche®), de acordo com os procedimentos e
métodos de controle de qualidade recomendados pelo fabricante (ROCHE, 2014).

Anélises Histoldgicas

Apds a colheita de sangue, os espécimes foram eutanasiados por aprofundamento do
plano anestésico em solucdo de eugenol na concentragdo (450 mg L), de acordo com o
protocolo relatado por Kildea et al. (2004). Em seguida, os espécimes foram medidos
(comprimento padrdo, cm) e pesados (g) com auxilio de fita métrica e balanca de preciséo.

Fragmentos de branquias, figado e rim foram fixados em solucdo de formalina
tamponada a 10% (pH 7,2) por 24 horas, em seguida transferidos para solucao de alcool 70%
para processamento histotécnico. Os cortes histoldgicos foram preparados em inclusdo de
Paraplast (Sigma Aldrich®) em sec¢des de 3 um de espessura, corados com hematoxilina e
eosina (HE), &cido periodico de Shiff (PAS) e pelo método da AFIP (lipofuscina) e coloragdo

de Perls (ferro).

As laminas foram analisadas usando microscopia de campo claro, considerando o nivel

de alteracdes teciduais (NAT) que foi estimado e adaptado de acordo com Poleksic e Mitrovic-
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Tutundzic (1994) e Bernet et al. (1999). Os dados gerados pelo NAT foram baseados nas
caracteristicas dos padrdes iniciais registrados (o), bem como a importancia da lesdo observada
no corte (w). A Tabela 1 apresenta as alteraces histoldgicas registradas e seus respectivos

graus de importancia utilizadas na formula empregada para estimar o NAT:

NAT =X (0L X ®)

onde, o representa a distribui¢do do dano (0, ausente; 1, focal; 2, moderado; e 3, difuso),
e o representa o grau de reversibilidade do dano (1, alteragdo reversivel; 2, alteracdo moderada
com provavel reversao ap0s cessar a exposicdo; e 3, alteracdo irreversivel). Os valores dos
indices de cada 6rgdo foram usados para calcular a média para os grupos controle, tratado e

recuperacao.

Tabela 1. Nivel de Alteragdo Tecidual (NAT)* de acordo com os estagios das lesbes observadas nos 6rgaos.

Alteracdes histoldgicas Grau de alteracdo

Branquia

Hipertrofia e hiperplasia epitelial
Descamagéo epitelial

Infiltrado inflamatério epitelial
Espessamento epitelial

Proliferacdo celular epitelial

Atrofia lamelar

Hiperplasia de células de muco
Hipertrofia e hiperplasia de células cloreto
Hipertrofia de células de muco
Hemorragia

Edema lamelas secundarias

Aneurisma

Hiperemia

Ruptura do epitélio lamelar

Fusdo de lamelas secundarias

Fusdo completa de lamelas secundarias

Rodlet + Hiperemia + Infiltrado

W NN NN R P P P P PR R R R Rl e

Fibrose epitelial



Necrose
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Figado

Degeneracdo hidropica
Esteatose

Vacuolos atipicos
Eosinofilia

Hipertrofia hepatdcitos
Infiltrado leucocitario focal
Hemorragia

Hiperemia vascular

Edema sinusoidal

Congestao

Depositos de hemossiderina

Melanomacré6fagos
Picnose
Cariolise/Cariorrexia
Acuimulos marrons
Mastcells

Alt. hepatopancreaticas
Inclusdo nuclear
Fibrose periductal

Necrose

W W W NN NDNNRPR P P P P P P P P RPRB

Rim

Degeneragdo hidropica
Vacuolos atipicos
Eosinofilia

Hipertrofia cel. Tubulares
Hemorragia

Hiperemia vascular
Edema peritubular
Congestéo

Infiltrado leucocitario
Melanomacré6fagos
Edema glomerular
Picnose

Cariélise/Cariorrexia

Acumulos hialinos (goticulas)

Atrofia células tubulares

Mastcells

I R N R e N e e e e T e o T T =NU SN =N
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Inclusdo nuclear 3
Necrose 3
Glomérulo hialino 3
Granulomas 3

* Adaptado de Poleksic & Mitrovic-Tutundzic (1994); Bernet et. El. (1999); 1, facilmente reversivel; 2,
alteracBes moderadas com provavel reversao apds cessar a exposicdo; 3, alteracdes irreversiveis.

Anadlise Estatistica

Os resultados foram avaliados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Mann-
Whitney U, para comparacdo de pares de médias, considerando-se o nivel de 5% de
significancia (P<0,05). Os dados foram expressos em médias e desvio padrdo utilizando o

programa estatistico GraphPad Prism 5.0.

RESULTADOS

N&o houve variacdes significativas nos parametros de qualidade da agua ao longo do
experimento, porém documentadas algumas mortalidades em animais controle e tratados. A
incidéncia de mortalidade foi de aproximadamente 3% no grupo controle (1 em 30), 13% nos
expostos (4 em 30) e 13% nos recuperados (4 em 30), durante todo o periodo experimental.
Embora a mortalidade tenha sido relativamente baixa, os valores de ALT, AST e os achados
histopatoldgicos apontam efeitos progressivos e degenerativos de acordo com o tempo de
exposicao ao inseticida.

Analise Bioquimica

Os niveis de AST nos animais expostos e recuperados foram superiores aos observados
no grupo controle em 72h hpe. Apos 336 hpe, os valores de AST ndo diferiram
significativamente com o controle. Na Figura 1, os niveis de AST oscilaram, especialmente
entre 0s animais expostos e diminuiram conforme o tempo de exposicéo.

Os valores de ALT e GGT néo seguiram o mesmo padrdo da AST. Os niveis de ALT
aumentaram conforme o tempo de exposicdo, porém em 72 hpe foi observada diferenca
significativa somente no grupo de animais recuperados. A GGT apesar de aumentar no periodo

de 168 hpe, ndo houve diferenca significativas entre 0s grupos controle, expostos e recuperagao.
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Nenhuma variacdo foi observada dentro de cada grupo amostral, em diferentes tempos de
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Figura 1. Efeitos da lambda-cialotrina (1,24 pg L) nas enzimas Aspartato aminotransferase (AST), Alanina
aminotransferase (ALT) e Gama glutamil transpeptidase (GGT) em Oreochromis niloticus em diferentes periodos
de exposicdo (72h, 168h e 336h) e 15 dias em ambiente livre de contaminantes (Recuperados). Medianas das
caixas seguidas de letras diferem significativamente (p < 0,05).

Histologia da Branquia

Os periodos de exposicdo cronica se distinguiram dos demais pela frequéncia de
alteracbes moderadas e irreversiveis, que consistiram na presenca de fusdo lamelar completa,

ruptura do epitélio e necrose, com ou sem fibrose (Figura 2).
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Figura 2. Secc@es histoldgica da branquia corada em HE, de Oreochromis niloticus expostos a 1,24 g L* de
lambda-cialotrina (LCT). A) Grupo controle. Tecido normal de um espécime sem exposi¢do a contaminantes.
Escala: 100 um. B) Grupo controle. Notar os espacos entre as lamelas secundarias bem definidas (LS); Eritrdcitos
(E); vaso sanguineo (VS). Escala: 50 um. C) 168h pos-exposic¢do (hpe). Espessamento das lamelas secundarias
(x), indicando dilatacdo de capilares; descamacgéo do tecido epitelial (DE). Escala: 100 um. D) Amostra em 336
hpe. Proliferacdo celular epitelial seguido de fusdo total das lamelas secundarias (FL); hipertrofia e hiperplasia
de células de muco (cabeca de seta). Escala: 50 pum.

Em 72-168 hpe, os valores NAT estavam relacionados a hiperemia vascular, hipertrofia
epitelial e de células de muco, hiperplasia, descamacéo epitelial, e fusdes lamelares secundarias.
Houve progressdo nos niveis de alteragdo tecidual a partir de 168 hpe, sendo frequentes os
achados de estagios Il e Il como proliferacdes epiteliais, hipertrofias celulares e hiperplasia
associadas a alguns pontos focais de necrose, em comparacdo aos peixes de 72 hpe. As
alteraces histologicas estiveram presentes em todos os periodos de exposi¢do, mas ndo houve
diferenga significativa no indice NAT entre os periodos de exposi¢do (Figura 3). Células
mucosas, infiltrados, células de Rodlet e necrose lamelar com fusdo completa das lamelas
secundarias foram encontradas exclusivamente em algumas amostras com 336 hpe, em apenas

duas espécimes.
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Figura 3. Nivel de alteraco tecidual (NAT) de branquias em Oreochromis niloticus expostas a lambda-cialotrina
(1,24 pg L) em diferentes periodos em testes agudo e cronico. Medianas das caixas seguidas de letras diferem
significativamente (p < 0,05). Grupos controle (caixas brancas), grupos expostos (caixas cinza) e grupos
recuperados (caixas laranja).

Histologia do Figado

Em todos os periodos de exposicdo (Figura 4), o NAT foi superior aos espécimes
controles (C = 5,2 +0,75; 72 hpe = 15,0 £1,7 x 5,2 +0,75; 168 hpe = 11,0 +5,2; 336 hpe = 20,0
+1,9, respectivamente), mas semelhantes aos periodos de recuperacdo (14,0 £1,7; 9,6 +1,2 e
16,0 £2,4, respectivamente), demonstrando alta toxicidade do agente ao 6rgdo e menor
capacidade de recuperacdo, no periodo estudado de 15 dias.

Em todos os periodos de exposicdo foram encontrados vaclolos e pigmentos
citoplasmaticos nos hepatdcitos. Houve marcado aumento na deposi¢éo de ferro e lipofuscina

tanto nos hepatocitos quanto nos macrofagos melanogénicos perivasculares.
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Figura 4. Nivel de alteracdo tecidual (NAT) de figado em Oreochromis niloticus expostas a lambda-cialotrina
(1,24 pg L) em diferentes periodos em testes agudo e cronico. Medianas das caixas seguidas de letras diferem
significativamente (p < 0,05). Grupos controle (caixas brancas), grupos expostos (caixas cinza) e grupos
recuperados (caixas laranja).

As 336 hpe, os elevados valores de NAT associaram-se a presenca de degeneracio
hidrépica e lipidose, difusamente distribuidas além dos agregados de melanomacréfagos
(Figura5).
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Figura 5. Seccdes histoldgica do figado em Oreochromis niloticus expostas a 1,24 ug L™ de lambda-cialotrina
(LCT). A) Grupo controle. Tecido normal de um espécime sem exposi¢do a contaminantes; parénquima hepatico
homogéneo com células intactas; sinusoides definidos (S); nicleos dos hepatécitos centralizados (NC) e
disposicdo cordonal. Coloragdo: HE. Escala: 50 um. B) 72h pds-exposicdo (hpe). Desarranjo dos corddes
hepaticos (DC); aspectos tipicos de degeneragdo hidropica (DH); notar granulos eosinofilicos no citoplasma
(seta). Coloragdo: HE. Escala: 50 um. C) 168h pos-exposicao (hpe). Nota-se granulos no interior dos hepatécitos
pigmentados pelo método de AFIP, caracteristico do acimulo de lipofuscina (cabega de seta). Escala: 50 um. D)
Amostra em 336 hpe. Nuicleos deslocados para periferia; reducdo do espaco sinusoidal; picnose; células
hipertréficas vacuolizadas progredidos por necrose (seta dupla). Coloragdo: Perls. Escala: 50 pm.
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Nesse mesmo periodo de exposicdo, detectou-se a presenca de necrose hepatocelular,
picnose nuclear e dissociacdo do endotélio sinusoidal, denotando mudancas no grau de
irreversibilidade das lesbes. Além dessas alteracdes verificou-se hepatocitos hipertrofiados,

hiperemia e focos hemorrégicos com infiltragdo leucocitaria as 72 e 168 hpe.

Histologia do Rim

Alteracbes foram observadas nos rins dos peixes expostos ao LCT, verificadas com
maior frequéncia as lesdes classificadas como grau | e 1, tais como: hipertrofia das células
tubulares, picnose e acimulos hialinos (Figura 6). Assim como em outros tecidos, 0 NAT nédo
apresentou diferenca significativa entre o0s animais expostos e o0s valores foram

significativamente maiores em todos os periodos de exposi¢do em relacéo ao grupo controle.
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Figura 6. Seccdes histolégica do rim em Oreochromis niloticus expostas a 1,24 pg L de lambda-cialotrina
(LCT). A) Grupo controle. Tecido normal de um espécime sem exposi¢do & contaminantes; tubulos proximais
(TP); tabulos distais (TD); histoarquitetura renal preservada. Colora¢do: HE. Escala: 50 um. B) 336h p0s-
exposicdo (hpe). Tubulos em processo degenerativos; nota-se inclusdes hialinas nas células epiteliais (seta);
espacamento intercelulares nos tlbulos proximais (*). Coloragdo: HE. Escala: 50 pm.

\

Os animais dos grupos de recuperacdo também apresentaram alteracdes teciduais apos
a exposicdo, porém em menor frequéncia. Os valores de NAT foram préximos ao grupo
controle e menores significativamente em comparacdo aos animais expostos (Figura 7),
demonstrando boa capacidade de recuperacdo do tecido renal, frente ao agente, nos periodos
estudados. Os achados mais importantes do grupo de recuperados foram a presenga de necrose
e auséncia dos acumulos hialinos em todos os periodos (72, 168 e 336h), que eram difusas em
peixes expostos a 168h.
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Figura 7. Nivel de alteragdo tecidual (NAT) de rim em Oreochromis niloticus expostas a lambda-cialotrina (1,24
ug L) em diferentes periodos em testes agudo e cronico. Medianas das caixas seguidas de letras diferem
significativamente (p < 0,05). Grupos controle (caixas brancas), grupos expostos (caixas cinza) e grupos

recuperados (caixas laranja).

DISCUSSAO

Na piscicultura, tratamentos terapéuticos utilizando inseticidas agricolas podem causar
efeitos subletais sobre peixes comerciais, que vao desde alteracBes enzimaticas até
morfolodgicas (SILVA et al., 2021). No presente estudo, foi revelado aumento dos niveis séricos
das transaminases na corrente sanguinea, associados a toxicidade hepatica, identificados
também por Daabees et al. (1992).

Os valores de ALT aumentaram conforme o tempo de exposi¢cdo seguido da reducdo
dos niveis de AST, com resultados semelhantes aos descritos por Gaafar et al. (2010), que
relacionou a diminuigdo da atividade enzimatica a queda do teor proteico ocasionado pela
degeneracdo difusa dos hepatocitos e quadros de necrose hepatica em peixes expostos a
pesticidas. Importante ressaltar que as células responsaveis pela producdo das enzimas
geralmente sdo as mais afetadas, devido ao excesso da atividade metabdlica durante todo
periodo de exposigdo. Neste cenario, sugere-se uma sobrecarga constante nos hepatocitos
devido ao ambiente laboratorial semi-estatico, no qual a concentracdo do principio ativo era

renovada diariamente. O mesmo autor descreve que a provavel perda de funcdo hepatica leva a
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grandes sequelas perigosas ao individuo, podendo associar esse fato a mortalidade e achados
histopatoldgicos observados no figado, branquias e rins dos peixes expostos a cialotrina.

O incremento significativo das atividades enzimaticas (AST) nas primeiras horas de
exposicao (72 hpe), esta associada ao estresse quimico proporcionado pelo contato inicial com
composto quimico. Esses efeitos toxicos em niveis celulares, corroboram com o estudo de Vani
et al. (2012), que ligam os achados bioquimicos ao aumento do catabolismo proteico e estresse
oxidativo, considerados importantes indicadores para danos teciduais, principalmente hepatico
(SHARMA, 1999; EL-SAYED & SAAD, 2007). Sabe-se que as alteracbes histopatologicas
nos niveis teciduais em peixes sdo parametros muito importantes para compreender a
concentracdo plausivel de xenobi6ticos e a capacidade de detoxificagdo pelos animais aquéaticos
(SVOBODOVA et al., 1994). As variacdes no grau das alteracbes teciduais sugerem
dependéncia da irreversibilidade das lesdes ao tempo de exposi¢do a LCT. Richterova et al.
(2014) descrevem o aumento da mortalidade dos peixes a dose-dependente e a duracdo da
exposicao. A baixa toxicidade de pesticidas para os mamiferos pode ser enganosa em termos
de ecotoxicologia, e por consequéncia, levar a problemas de extrapolacao de seu impacto para
espécies aquaticas ndo testadas (YILDIRIM et al., 2006).

O primeiro indicativo de efeito patolégico e a alteracdo mais frequentes nas branquias
foi a hiperplasia lamelar nos periodos 72-168 hpe. A hiperplasia e hipertrofia epitelial estiveram
distribuidas por diversas lamelas, podendo sugerir falhas na troca de oxigénio pelas branquias.
Fontainhas-Fernandes et al. (2008) observaram alteracBes branquiais semelhantes, com
elevacdo epitelial, hipertrofia, hiperplasia, fusdo lamelar, proliferacdo e hipertrofia das células
de muco e necrose. O aumento da presenca de fusdes lamelar secundarias em peixes 336 hpe
pode ser atribuida a progressdo das lesbes de grau I, hiperplasia/hipertrofia, observadas nos
periodos de exposi¢do mais curtos (72-168 hpe).

Os valores do NAT nas branquias foram maiores significativamente nos animais
expostos, em compara¢do aos animais dos grupos controle e recuperados. O aumento
significativo da ocorréncia de alteragdes como hiperplasia, descamacao, infiltrado inflamatorio,
hipertrofia de células de muco, hiperemia e fusdo lamelar, associados a necrose focal, foram
responsaveis pelo elevado valor de NAT em animais com 336 hpe ao LCT. A presenca de
hiperemias e infiltrados inflamatdrios sugerem um processo de adaptacdo das tilapias, que
ocasionando 0 aumento do fluxo sanguineo nos tecidos danificados, com promogéao da melhoria
da oxigenacéo celular e auxilio na desintoxicagéo (VIEIRA et al., 2019). Os resultados obtidos
demonstram que 336 horas de exposi¢éo € o periodo critico pela presenca de lesGes irreversiveis

e possivel perda de funcdo branquial, como relatado por Khalil et al. (2020), que observaram
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aumento na atividade opercular e dificuldade respiratoria induzida pela exposi¢do a lambda-
cialotrina. Danos teciduais graves foram registrados em Vvarios estudos com xenobioticos
(VELISEK et al., 2007; VELMURUGAN et al., 2007; KORKMAZ et al., 2009; CUNHA et al.
2018; FERNANDES et al., 2020; SILVA et al., 2021).

Durante a degradacdo de agentes toxicos, 0os mecanismos reguladores podem ser
sobrecarregados pelas elevadas concentracdes de compostos no ambiente, e consequentemente,
resultar em danos estruturais no tecido hepatico (BRUSLE et al., 1996). A progressdo das
alteracdes pode representar o acimulo dos metabdlitos secundarios a biotransformacéo hepatica
da LCT, assim como a caracteristica lipofilica aos demais tecidos do organismo. A presenca de
vacuolizacdo dos hepatdcitos associada a quantificacdo de danos lipidicos e proteicos sdo
frequentemente empregadas para avaliar o0 estresse oxidativo induzido por pesticidas em
diferentes organismos, e as altera¢6es observadas nos hepatdcitos provoca reducgéo da eficiéncia
hepética levando ao mau funcionamento de outros 6rgéaos associados a detoxificacdo, levando
0 peixe a morte (ALBINATI et al., 2007; HENARES et al., 2008; VIEIRA et al., 2019).

Alteracbes associadas a vacuolizacdo, tumefacdo, acimulos de gordura e depdsitos
pigmentados nos hepatocitos sugerem desequilibrio das funcdes reguladoras celulares podendo
ser classificadas como estagios histopatolégicos intermediarios, representativas do estresse
oxidativo celular. A hipertrofia dos hepatécitos pode ser um indicativo de aumento da atividade
enzimatica quando expostos a produtos quimicos (AMERICO-PINHEIRO et al., 2020). O
acumulo de lipofuscina sugere a presenca aumentada de peroxidacao lipidica nos hepatocitos.
Embora em menor extensdo e exclusivamente as 336 hpe, a presenca de necrose em diversas
amostras sugere que a LCT interfira no metabolismo hepético de forma irreversivel, como
demonstrado no presente estudo, onde o figado apresentou lesdes mais importantes e menor
capacidade de recuperacao.

Uma vez expostos a xenobioticos, 0s peixes podem apresentar uma série de respostas
bioldgicas no intuito de prevenir e reduzir os danos teciduais, direta ou indiretamente
provocadas pela presenca de contaminantes no ambiente aquatico (VIEIRA et al., 2019). Os
resultados demonstram que a lambda-cialotrina, quando utilizada em concentragdes subletais
de 1,24 pg Lt em O. niloticus, provoca alteracdes no parénquima hepatico e afeta diretamente
a recuperacao dos processos homeostaticos, pois lesdes de graus reversiveis, como hiperemia e
hemorragia, presenca de infiltrado inflamatdrio, degeneracédo hidropica, hipertrofia e acimulos
de pigmentos nos hepatdcitos foram predominantes em todos os periodos pos-exposi¢éo.

O excesso de atividade metabdlica seguida da perda de fungdo hepatica, associada a

exposicdo em concentragdes subletais de pesticidas, gera alteragdes nos tecidos renais, como
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vacuolizagdo tubular, aumento do espaco da capsula de Bowman e congestdo (HINTON et
al.,1992; HENARES et al., 2008; ALBINATI et al., 2009).

O rim das tilapias ndo apresentou maior quantidade de alteracBes severas, alteracao
tecidual grau Ill, em comparacdo aos tecidos hepatico e branquial. Todos os peixes 72 hpe
apresentaram hipertrofia das células tubulares e degeneragcdo hidropica, o que sugere uma
resposta ao estresse inicial de exposicdo com o NAT, apresentando valores proximos ao
respectivo grupo nas analises do tecido hepatico, aproximadamente 15. Com 336 hpe, as
alteracdes que mantiveram os indices elevados de NAT foram os maiores registros de picnose
e melanomacrofagos. Os animais de 168 hpe apresentaram menos lesdes graves, porém nao
houve diferenga significativa entre os peixes tratados. Foram observados predominantemente
lesGes de grau | nos grupos controle e recuperados, diferindo significativamente dos animais
expostos. Essas alteracdes contrastam com aquelas descritas para Cyprinus carpio expostos a
cialotrina na concentragdo de 5 pL™, onde observou-se alteracdes na estrutura hepética sem
necessariamente apresentar efeitos significativos nas branquias, rins e intestinos, em
comparacdo ao grupo controle (RICHTEROVA et al., 2014).

A sobrevivéncia dos animais testados em estudos de toxicologia gera uma incognita
sobre a capacidade de recuperacdo desses peixes ap0s a exposi¢do a agentes nocivos. Sabe-se
que as branquias possuem uma elevada taxa de renovacao celular, e que tecidos como figado e
rins sdo capazes de se recuperar apés perda parcial de sua estrutura. Nesse sentido, € interessante
avaliar se os efeitos deletérios em niveis celulares sdo prolongados ou minimizados apds
voltarem a um ambiente livre de contaminantes. Diversos estudos notificaram efeitos letais
associados a lesdes teciduais severas, apdés o emprego de inseticidas, sem identificar
mortalidades (DAS & MUKHERJEE, 2003; VENTURINI et al., 2015; CARDOSO et al., 2020;
SILVA et al., 2021).

O conjunto de alteracGes observadas horas pos-exposicdo representam um processo
cronologicamente progressivo, cujos impactos perduram apos a exposi¢do a lambda-cialotrina
(FERNANDES et al., 2020). Porém, devido suas fungfes vitais de biotransformagéo e
bioeliminagdo de xenobidticos, é possivel que o tecido hepéatico necessite de um tempo maior
que 15 dias para sua recuperacao estrutural, apos exposicao a doses subletais de LCT (HINTON
etal., 1992; TAKASHIMA & HIBIYA, 1995). Resultados corroborado por Singh et al. (2015),
onde observaram alteracdes degenerativas no figado de Clarias batrachus, expostos no periodo
de 15 dias.

Nesse mesmo estudo, as mudangas causadas pela lambda-cialotrina afetam diretamente

a modulacdo de enzimas através da alteragdo do eixo hipotalamo-hipdfise, verificando
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espécimes com efeitos neurolégicos. Desta forma, segue a premissa de que o principal sintoma
no inicio da intoxicacdo por piretrdides se da no sistema nervoso central (PINER & UNER,
2014). Efeitos similares foram encontrados nas tilapias durante o periodo experimental deste
estudo, associando a paralisia e disfuncdo motora momentanea a possivel neurotoxicidade do
pesticida. Os piretrdides produzem efeitos reversiveis na acdo motora, seguido de mortalidade,
dependendo do nivel de exposi¢cdo (WOLANSKY & HARRILL, 2008).

Em pesquisa realizada por Korkmaz et al. (2009), a transferéncia de tilapias tratadas
com cipermetrina para ambiente livre de pesticidas provocou melhoria acentuada na estrutura
histoldgica dos individuos ap6s 15 dias. O figado e rins conseguem regenerar apds 2 meses,
porém a concentracdo e o tempo de exposicao afetam diretamente na capacidade e tempo de
recuperacdo dos peixes (GERNHOFER et al, 2001; LOPES et al.,, 2005). Segundo
Reimschuessel (2001), a regeneracdo do rim se inicia nas primeiras semanas em condicgdes
favoréveis, fato que corrobora com os resultados obtidos no presente estudo, onde os tecidos
branquiais, hepaticos e renais apresentaram condi¢Ges semelhantes, significativamente, aos
peixes do grupo controle, identificando capacidade recuperacao das tilapias apds a intoxicacao
por lambda-cialotrina.

Sendo assim, é preciso ter cautela ao indicar tratamentos terapéuticos com pesticidas em
peixes destinados ao consumo, pois a capacidade de recuperacao das tilapias ndo é uma resposta
suficiente para sugerir uma dose segura a ser empregada nas pisciculturas. Os animais testados
neste estudo estavam sadios e em ambiente aquéatico totalmente controlado, diferente da
situacdo a campo, onde 0s peixes convivem com constantes mudancas da agua e na presenca
de parasitos, situacao na qual sdo ministrados tratamentos quimicos. Antes da recomendacao, é
importante o desenvolvimento de novos estudos que envolvam outras espécies comerciais,
criacdo de legislacdo especifica, ou registro da lambda-cialotrina para fins terapéuticos em
pisciculturas, assegurando o uso de doses minimas na aplicacdo, com aproximadamente 30%
da dose méaxima ou subletal, proximo ao utilizado neste estudo e ressaltado por Copatti et al.
(2009).

CONCLUSAO

O tempo de exposicdo a lambda-cialotrina € um fator critico para o aparecimento de
alteracbes morfoldgicas irreversiveis. As alteracbes nos perfis enzimaticos associados aos
achados histologicos pds-exposicao, indicam recuperacao dos peixes para 0s periodos avaliados

de exposi¢cdo ao LCT em O. niloticus, 0 que sugere regeneragdo dos orgdos alvos quando
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alocados em ambientes livres de contaminantes em tempos prolongados, acima dos 15 dias. Em
contrapartida, o tecido hepéatico ndo teve sua morfologia restabelecida apds o periodo de
recuperacdo. Os danos severos identificados (alteracdes de grau Ill, irreversiveis) e possivel
acumulo de xenobiotico no figado, pode ter dificultado a recuperacdo dos tecidos. Mesmo em
baixa concentracdo (1,24 pg L?), a lambda-cialotrina foi toxica para a tilapia durante
exposicdes agudas e cronicas, devendo-se levar em consideragédo os resultados apresentados,

como prévia a criacao de alternativas de pesticidas para uso na tilapicultura.
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