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RESUMO

Objetivou-se avaliar a capacidade de recuperacdo de alevinos de peixes das
espécies de cativeiro pacu (Piaractus mesopotamicus) e tilapia (Oreochromis
niloticus) apods a intoxicagcao aguda com fipronil. A capacidade de recuperacao foi
avaliada nos peixes sobreviventes as concentracdes de fipronil (Regent® 800WG)
(0,56; 0,59; 0,61 e 0,64 mg.L* para o pacu; e 0,9; 0,11; 0,15 e 0,20 mg.L™? para a
tilapia) que causaram aproximadamente 10, 30, 50 e 70% de mortalidade apos 24
horas de exposicdo aguda. Os peixes sobreviventes foram transferidos para agua
limpa. As avaliacGes foram realizadas no dia da transferéncia para a agua limpa, e
aos 15 e 30 dias de recuperacdo. Foram avaliadas as lesdes em tecidos de
branquias, figado e rins, e a atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) no
cérebro e no musculo. Os sinais observados foram natacdo erratica, espasmos
musculares e mudanca de coloragédo. Apés 24 horas de exposi¢ao aguda, o fipronil,
nas concentracdes avaliadas, causou lesdes estruturais nas branquias, figado e
rins dos peixes, entre 70 e 73% de inibig&o da atividade da AChE no cérebro e entre
20 e 35% da AChE no musculo. Os peixes se recuperaram completamente dos
sinais de intoxicacdo no terceiro dia. Aos 30 dias de recuperacgdo, os peixes das
duas espécies se recuperaram das lesfes nos tecidos das branquias, figado e rins
causadas pelo fipronil em concentracdo nas aguas de até 0,61 mg.L* para o pacu,
que causa até 54,2 % mortalidades; e de até 0,15 mg.L! para a tilapia, que causa
até 46,7% de mortalidade. Em concentracfes superiores a estas, o fipronil causou
maior mortalidade e os peixes ndo se recuperaram totalmente. Os 30 dias em agua
limpa ndo séo suficientes para a recuperacao total da atividade da AChE, o que
nao altera o peso corporeo. Portanto, os limites de aceitabilidade de inibicdo da
atividade da AChE ap0s 24 horas de exposicdo aguda ao fipronil é de 70% no
cérebro dos peixes de ambas as espécies, 30% no musculo de pacu e 22% no da

tilapia. As concentracdes de fipronil ndo alteram as variaveis de qualidade de agua.

Palavras-chave: fipronil; contaminagdo, histologia, acetilcolinesterase,

biomarcadores
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the recovery capacity of juvenile fishes of the
species pacu (Piaractus mesopotamicus) and tilapia (Oreochromis niloticus) after
acute intoxication with fipronil. Recovery capacity was evaluated in fishes survivors
from fipronil concentrations (Regent® 800WG) (0,56; 0,59; 0,61 e 0,64 mg.L* para
for pacu; e 0,9; 0,11; 0,15 e 0,20 mg.L* for tilapia) in water that caused about 10,
30, 50 and 70% of mortality after 24 hours of acute exposure. The survivors were
transferred to clean water. The evaluations were done on the day of transfer to clean
water, and at 15 and 30 days of recovering. Damages were evaluated in gills, liver
and kidneys tissues and the enzyme acetylcholinesterase (AChE) activity in the
brain and muscle. The signs observed were erratic swimming, muscle spasms and
color change. After 24 hours of acute exposure, fipronil at the tested concentrations
causes histological damages in the gills, liver and kidneys of the fishes, 70 to 73%
inhibition of AChE activity in the brain and between 20 and 35% in AChE in the
muscle. The fishes recover completely from the intoxication signs on the third day.
At 30 days of recovering, fishes from both species recovered from the damage in
gills, liver and kidneys caused by fipronil at concentrations up to 0.61 mg.L* for
pacu, which cause up to 54.2% of mortality; and up to 0.15 mg.L"* for tilapia, which
cause up to 46.7% of mortality. In higher concentrations than these, fipronil causes
higher mortalities and the fishes do not recover fully. The 30 days in clean water are
not enough for the total recovery of AChE activity, which does not change the body
weight. Therefore, the acceptability of inhibition limit of AChE activity after 24 hours
of acute fipronil exposure is 70% in fish brain of both species, 30% in pacu muscle
and 22% in tilapia muscle. Fipronil concentrations do not alter the water quality

variables.

Key-words: fipronil, contamination, histology, acetylcholinesterase, biomarkers.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo intensiva de agrotoxicos na producgdo agricola é necessaria para
do controle dos organismos danosos as plantas cultivadas e para evitar perdas na

produtividade agricola.

O fipronil € uma substancia derivada do fenilpirazol que intoxica os animais
por meio da acao inibidora ndo competitiva no receptor pés-sinaptico do acido
gama-aminobutirico (neurotransmissor inibitério GABA). O fipronil € um dos
inseticidas mais utilizados no controle de insetos prejudiciais a cultura de cana-de-

acucar, como cupins, besouros e broca da cana (OHI et al., 2004).

A aplicacédo do fipronil em grandes areas, como a cultura da cana-de-acucar,
resulta em grande quantidade desta substancia no ambiente. As movimentagcdes
de aguas das chuvas ou de irrigacao carregam o fipronil diluido e contaminam as

aguas da rede hidrogréfica dentro e no entorno.

As aguas das pisciculturas localizadas na rede hidrografica préxima ou até
mesmo dentro de areas de cultivo agricola podem ser contaminadas com o fipronil
oriundo das areas agricolas no entorno e os peixes de cativeiro serem intoxicados

pelo contato direto com o inseticida (SOSO et al., 2007).

Pelo fato de a contaminacdo das &guas ser um problema de grande
importancia mundial, ocorreu um grande aumento nas pesquisas realizadas para a
avaliacdo das alteracdes causadas por estas substancias quimicas em organismos

aguaticos.

Os peixes intoxicados devido a contaminacdo das aguas morrem ou
sobrevivem a intoxicacdo, com ou sem sequelas. Os animais sobreviventes a
intoxicagcdo com o fipronil sofrem alteracbes morfologicas, fisiologicas e
bioguimicas. Além disso, tais alteracbes afetam as taxas de crescimento,

reproducdo e comportamento dos animais aquéticos (VAN DER OOST et al., 2003).

Assim, & necessario questionar: 0s animais sobreviventes a intoxicagao
aguda com o fipronil se recuperam de tais sequelas suficientemente para serem

mantidos no sistema de produc¢éo?
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Além das perdas econdmicas dos piscicultores apds a contaminagdo da
adgua com inseticidas, intoxicagéo e se ocorrer a morte de uma parte do lote surge
a questao: o que fazer com os peixes sobreviventes a intoxicacdo? Descartar ou

continuar na producéo?

Observa-se que existem poucos estudos sobre a recuperacdo dos peixes
intoxicados e da intensidade de intoxicacdo, ou porcentagem de sobrevivéncia dos
peixes, que possibilita 0 aproveitamento dos animais sobreviventes no sistema de

producao.

Os estudos de contaminacgdo das aguas pelo inseticida fipronil, a intoxicacao
e a sobrevivéncia dos peixes expostos sdo de interesse da pesquisa aplicada e de
piscicultores. Os produtores de peixes ainda ndo tém o conhecimento de o que
fazer com os animais sobreviventes nas aguas contaminadas com concentracdes

de fipronil que causa mortalidade de parte do lote de peixes.

Neste cenario, destaca-se com grande relevancia a informacédo de qual a
porcentagem de mortalidade de peixes do lote em que 0s animais sobreviventes

podem ser aproveitados sem reducéo da produtividade da piscicultura.

Os efeitos de agrotéxicos no ambiente aquatico sdo avaliados por meio de
ensaios ecotoxicologicos que auxiliam na antecipacdo e no diagnéstico de
possiveis impactos ecoldgicos (ESPINDOLA et al., 2003). A expresséo dos efeitos
de substancias quimicas torna-se visivel quando estdo presentes em altas
concentracbes, como as que causam mortalidade dos peixes. Porém, também
provocam alteracdes histoldgicas e fisioldgicas ndo externalizadas em organismos

nao alvos, no caso 0s peixes sobreviventes a intoxicacdo aguda.

Portanto, os conhecimentos das alteracdes fisioldgicas e histoldégicas nos
peixes expostos as concentracdes de fipronil que causam entorno de 10, 30, 50 e
70% de mortalidade s&o fundamentais para determinar a porcentagem de
mortalidade dos peixes do lote e se 0s animais sobreviventes podem ser

aproveitados sem reducgéo na produtividade da piscicultura.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar a capacidade de recuperacdo de alevinos de peixes das espécies
pacu (Piaractus mesopotamicus) e tilapia (Oreochromis niloticus) sobreviventes a
exposicao aguda ao inseticida fipronil e definir qual a porcentagem de mortalidade

dos peixes em que 0s sobreviventes podem continuar no sistema de producao.

2.2. Objetivos especificos

1) Determinar as concentragdes do fipronil que resultam em aproximadamente 10,
30, 50 e 70% de mortalidade de alevinos dos peixes pacu (Piaractus

mesopotamicus) e tilapia (Oreochromis niloticus) em exposi¢do aguda (24h).

2) Avaliar os sinais clinicos de intoxicacdo em ambas as espécies causados pela

exposigcdo aguda (24h) ao fipronil nas concentragdes determinadas.

3) Registrar as alteracdes histoldégicas causadas pela exposi¢cdo aguda (24h) as
concentracdes de fipronil parcialmente letais em branquias, figado e rins de pacu
e tilapia.

4) Quantificar a atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) no cérebro e nos

musculos de pacu e tilapia sobreviventes a exposicdo aguda (24h) as

concentrac@es de fipronil avaliadas.

5) Avaliar a recuperacédo de pacu e tilapia intoxicados com fipronil com relacéo aos
sinais clinicos de intoxicacdo, as alteracBes histolégicas e aos efeitos na
atividade da enzima AChE em 15 e 30 dias ap0s a exposi¢cao aguda em agua

livre de contaminantes.

6) Determinar o limite de aceitabilidade de inibicdo da AChE no cérebro e no

musculo de pacu e tilapia sobreviventes a exposi¢cao aguda ao fipronil.

7) Registrar as alteracdes nas variaveis de qualidade de agua causadas pelo fipronil

durante os ensaios em condi¢fes de laboratorio e de recuperagéo dos peixes.

8) Determinar a porcentagem de mortalidade dos peixes do lote em que 0s animais

sobreviventes ao fipronil podem ser aproveitados na piscicultura.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Contaminac¢&o ambiental por agrotoxicos

O ambiente sofre continua degradacao pela acdo do homem em atividades
agricolas e urbanas como, por exemplo, a liberacdo de poluentes na agua, na terra

€ no ar.

O uso de agrotoxicos na agricultura brasileira causa danos tanto para o
ambiente quanto para a saude publica, devido a fatores como o uso indiscriminado,
alta toxicidade e precariedade da vigilancia (RABOUILLE et al., 2006).

O Brasil é considerado o maior consumidor de agrotoxicos do mundo.
Segundo boletim anual do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis (Ibama). Em 2016, o relatério descreve que o Brasil produziu
mais de 510 milhdes toneladas de ingredientes ativos para agrotoxicos e importou
mais de 420 milhdes, as quais sdo quantidades preocupantes nos dias atuais para

o Brasil e os 6rgdos ambientais (IBAMA 2016).

Os ambientes aquaticos proximos aos locais em que se realizam atividades
agricolas podem ser contaminados pelos agrotoxicos. Estas substancias quimicas
alcancam a agua de rios e do mar por diversas vias, tanto com o carreamento pelas
chuvas e pelo ar quanto por acidentes durante o uso de substancias toxicas em
processos agricolas, e por lancamento de esgotos domésticos e efluentes
industriais (ARIAS et al., 2007).

A vulnerabilidade do ambiente aquético depende das propriedades fisicas e
guimicas dos contaminantes, da concentracdo que chega ao ecossistema, se a
descarga do contaminante € pontual ou difusa, da localizacdo do ecossistema em
relacdo ao ponto onde o contaminante foi liberado e da capacidade dos organismos
deste ecossistema de armazenar e biotransformar estas substancias (AZEVEDO e
CHASIN, 2003; MOZETO e ZAGATTO, 2006).

As substancias toxicas podem pertencer a diversas classes de compostos
como agrotoxicos e fertilizantes, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos

(compostos emergentes) (RASHED, 2001). Com o passar do tempo, as atividades
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agricolas sédo cada vez mais reconhecidas pelo impacto ambiental que causam por

meio de residuos de agrotoxicos e fertilizantes (MORON et al., 2006).

Os agrotoxicos e as demais substancias quimicas, mesmo utilizadas em
baixas concentracdes no ambiente, afetam os ecossistemas e causam reducao da
biodiversidade (GRISOLIA, 2005). Os inseticidas, por exemplo, geralmente séo
aplicados em grande quantidade em areas extensas, o que resulta em longa
permanéncia no ambiente e causam sérios problemas na qualidade das aguas
superficiais e subterraneas (BAIRD, 2002), além de resultar em intoxicacdo de
muitas espécies ndo-alvo, inclusive os peixes de cativeiro (CARR e CHAMBERS,
1996).

Dentre os processos que levam as substancias quimicas para o ambiente
aguatico, destacam-se a ocorréncia de volatilizacdo do produto para a atmosfera e,
consequentemente, a deposicdo na agua através da precipitacdo (SPADOTTO et
al., 2010).

Outra ocorréncia importante € a lixiviagdo dos agrotdéxicos que tem grande
influéncia na contaminacdo de aguas subterraneas, sendo que o alcance desta
contaminacéo depende das caracteristicas da molécula, do solo, da velocidade de
drenagem das aguas nos solos e da profundidade do lencol freatico. Além disso, o
carreamento superficial causado pela enxurrada também é uma rota preocupante,
pois pode causar a contaminacao de areas ndo alvo, bem como escoar para aguas
no entorno das lavouras (SPADOTTO et al. 2010).

A intensidade do vento também influencia na dispersao das moléculas dos
agrotoxicos pelo processo de deriva, no qual o composto é transportado durante a
aplicacao nas culturas ou no solo. No caso de auséncia de vento, as gotas muito
finas ficam suspensas no ar devido a estabilidade atmosférica, sendo dispersas por
varios quildmetros do local de aplicacéo e, muitas vezes, removidas da atmosfera
pela acao da chuva (SPADOTTO, 2006).

Portanto, 0 monitoramento destas substancias téxicas liberadas no ambiente
permite a implementacédo de medidas de prevencgéao de danos nos ecossistemas e

a elaboracéo de medidas corretivas e educativas (KRUGER, 2001).
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3.2. Fipronil

As atividades agricolas sao reconhecidas como causadoras de impactos e
alteracdes ambientais, sendo os residuos de agrotoxicos e fertilizantes as principais

causas de contaminacgéo das 4guas superficiais e subterraneas locais.

Os inseticidas causam intoxicacdes e provocam lesdes em pontos vitais dos
organismos alvos de controle e dos organismos nao-alvos presentes no ambiente,

guando ambos possuem o ponto de acao toxica (DOGAN & CAN, 2011).

O fipronil tem o nome quimico 5-amino-1-[2,6-dicloro-4-(trifluorometyl)-
fenil][(trifluorometil) sulfinil]-1H-pirazole-3-carbonitril, de acordo com a International
Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC).

Este inseticida pertence ao grupo dos compostos fenil pirazélicos, cuja acao
toxica principal é a interferéncia na passagem de ions cloreto pelos canais de cloro
nas membranas citoplasticas dos neurdnios, processo que € regulado pelo acido
gama aminobutirico (GABA) (MOHLER et al., 2004).

Os canais ibnicos ha membrana citoplasmatica de neurdnios sdo compostos
por véarias subunidades, que sdo o sitio de reconhecimento do GABA e de
substancias antagonistas e agonistas (MOHLER et al., 2004).

O GABA é caracterizado como um neurotransmissor inibitério essencial para
0 sistema nervoso central. Portanto, o inseticida fipronil atua no sistema nervoso,
paralisa ou mata os organismos alvos e ndo alvos que possuem neurdnios
(RHONE-POULENC, 1998) (Figura 1).

Em animais domésticos, o fipronil € usado no controle de carrapatos e pulgas
e também é usado em ambientes domésticos para a eliminacdo de formigas,

baratas e cupins.
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Figura 1. Esquema da inibicdo de GABA pelo inseticida fipronil.
(FONTE: https://www.pragaseeventos.com.br)

No pais, a formulacdo Regent® 800WG, com 80% de fipronil, é registrada
para formar uma “barreira quimica” para controlar os insetos na sub-superficie do
solo como cupins, besouros, lagartas e brocas nas culturas de algodao, batata,
cana-de-acucar, milho e soja (AGROFIT, 2007). A utilizacdo deste composto em
ampla escala deve-se a alta eficacia contra insetos resistentes a outros pesticidas
(BOBE et al., 1997).

A dose recomendada da formulacéo para esta aplicacdo varia entre 200 e
500 g.ha?, a depender do inseto a ser controlado (MANRIQUE et al., 2013). A
concentracdo maxima permitida de agrotoxicos na agua é estabelecida na
resolucdo CONAMA 357/05 (CONAMA 20/86 revisada). Entretanto, para

Caunesp 9



Doutoranda Naiara Fernanda Ignacio Orientador — Prof. Dr. Joaquim Gongalves Machado Neto

compostos fenil-pirazéicos como o fipronil ndo existem limites definidos para corpos

d’agua no Brasil.

O fipronil esta classificado como um inseticida de moderada mobilidade no
solo e com alto potencial de dissolucéo e transporte em agua (Koc? varia de 244 a
628), 0 que contribui para a contaminacgéo da rede hidrogréafica proxima a area de
aplicacao (TINGLE et al., 2003).

Em meio aquatico, o fipronil é degradado em desulfinil, um subproduto com
acao neurotoxica nos organismos expostos e muito similar a molécula original do
fipronil (CONNELLY, 2001), fipronil sulfona que € mais danoso ao ambiente do que
0 composto original (PERET et al., 2010).

Com relacéo as aguas de rios, o fipronil € detectado devido a degradacao
lenta e a meia-vida (DT50) de até 100 dias, a depender do modo de aplicacdo

(tratamento de sementes ou da planta) (TINGLE et al., 2003).

Em monitoramento de agrotoxico em dois mananciais no Rio Grande do Sul,
o fipronil estava presente em 16% das andlises de residuos, quantificados por
Cromatografia Gasosa com Deteccdo por Captura de Elétrons (GC-ECD). A
maéaxima concentracdo encontrada deste inseticida foi cerca de 380 vezes superior
ao limite de deteccdo (1,14 ug.L?!), que corresponde a 0,003 pg.L?
(GRUTZMACHER et al. 2008).

Em aplicacdo de fipronil realizada nas lavouras em épocas de chuvas, ha
grande chance de ocorrer o transporte deste inseticida para o meio aquético mais
proximo. Portanto, é essencial o monitoramento do fipronil e demais agrotoxicos

em ambientes aquaticos localizados proximos as lavouras.

3.3. Ensaios ecotoxicolégicos com o inseticida fipronil

Os ensaios com todos os tipos de organismos aquaticos séo realizados para

aprimorar os conhecimentos sobre os efeitos dos agentes quimicos na biota

1 Coeficiente de particdo na matéria organica: coeficiente que gera estimativa da tendéncia de
particdo de determinado produto da fase liquida para a matéria organica do solo.
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aquatica, sob condicdes de campo e de laboratério (ARAUJO, 2000), para
avaliacdo da toxicidade dos compostos.

A avaliacdo da toxicidade por meio de ensaios em que se utilizam
organismos vivos como bioindicadores é importante para a avaliacdo da
contaminacdo de ambientes aquaticos. A avaliacdo da toxicidade dos compostos
toxicos € utilizada para a compreensado dos efeitos de impactos antropogénicos

sobre o ambiente.

Por meio de ensaios de avaliacdo da toxicidade é possivel detectar a
capacidade de um agente toxico ou de uma mistura de produzir efeitos deletérios
NOS organismos Vivos, 0 que permite saber o quao danosa uma substancia quimica
pode ser, como e onde se manifestam os efeitos (MAGALHAES e FERRAO FILHO,
2008).

Estudos realizados com fipronil em condi¢des de laboratério determinaram

valores de CL50;96 h (mg.L!) para algumas espécies aquaticas (Tabela 1).

Tabela 1. Valores de concentracéo letal 50% (96 horas) obtidos em estudos na literatura.

ESPECIE CL50;96h (mg.L™) REFERENCIA
Amphiascus

N 0,0068 CHANDLER et al., 2004
tenuiremis
Daphnia pulex 0,0160 STARK et al., 2005
Oncorhynchus mykiss 0,248 USEPA, 1996
Poecilia reticulata 0,080 MANRIQUE et al., 2013
Danio rerio 0,34 CELLA, 2009
Piaractus

1,04 CELLA, 2009

mesopotamicus

Para a espécie de anfibio Scinax fuscovarius foram testadas as
concentracdes de 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0 mg.L* de fipronil na formulacdo Regent®

800WG por 96 horas e 30 dias de exposicao. Nesse estudo foi avaliada a atividade
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da enzima acetilcolinesterase (AChE) do anfibio. O fipronil ndo causou nenhum
efeito significativo na atividade da AChE, nem na fase larval e nem na fase pés-
larval (STEFANI MARGARIDO, 2011).

Em estudo de toxicidade aguda, Cella (2009) calculou a CL50;96h do fipronil
para duas espécies de peixes. Para o pacu (Piaractus mesopotamicus) foi de 1,04
mg.L?, que o classifica como moderadamente téxico para essa espécie de peixe.
Para a espécie paulistinha (Danio rerio), a CL50;96h do fipronil foi de 0,34 mg.L™,

gue o classifica como altamente toxico.

Até o momento, poucos estudos com o fipronil foram conduzidos com peixes
de agua doce da América do Sul para avaliagdo de toxicidade (RABITTO et al.,

2005) e sobre as respostas bioldgicas de espécies de peixes endémicas brasileiras.

3.4. Biomarcadores de intoxicacao

Dentre as estratégias de avaliacdo de contaminac¢éo aquatica, uma das mais
utilizadas em estudos ecotoxicologicos é o0 uso de biomarcadores. Os
biomarcadores séo indicadores de alteragcBes bioldgicas a nivel molecular, celular
ou fisiolégico nos organismos e que expressam a exposicdo e os efeitos toxicos

causados pelos poluentes presentes no ambiente (WALKER, 1996).

Entre os Biomarcadores fisioldgicos sensiveis aos toxicantes se destacam
as enzimas. Existem dois tipos de enzimas estudadas dentre as colinesterases:
acetilcolinesterase (AchE) e butirilcolinesterase (BchE), com afinidade pela
butirilcolina e conhecida como esterase ndo-especifica ou pseudocolinesterase.
Em peixes encontram-se ambas no tecido muscular, enquanto que no cérebro
encontra-se somente a AChE (VAN DER OOST et al., 2003).

A acetilcolina € um neurotransmissor responsavel pela transmissao de
impulsos nervosos. Esta enzima sai do neurénio para a sinapse e apos a excitacao
ser realizada, a acetilcolina precisa retornar para o interior do neurénio onde a

célula nervosa volta ao estado de repouso e pode, novamente, ser excitada.

A enzima AChE quebra a acetilcolina em colina e acetato, devido a ligagéao
entre a acetilcolina e o grupo hidroxila do residuo de serina 203 no centro ativo da
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AChE e forma um intermediario-enzima. Este intermediario é responsavel por

regenerar a acetilcolina para um novo impulso nervoso (KWONG, 2002).

O mecanismo molecular de toxicidade de inseticidas, consiste na
fosforilacdo ou carbamilacdo do mesmo residuo de serina. Este processo forma um
intermediario organofdsforo/carbamilo com a AChE (Figura 2). A enzima
fosforilada/carbamilada é muito mais estavel e tem uma menor taxa de hidrolise e

de regeneracédo da enzima ativa (KWONG, 2002).

A inibicdo da AChE causa o acumulo de acetilcolina nas fendas sinapticas,
que resulta em hiperexcitacdo do organismo e pode causar a morte (Figura 3). A
enzima acetilcolinesterase (AChE) pode ser utilizada como biomarcador do efeito
de compostos toxicos (BRAGA e VALLE, 2007; VARO et al., 2008).

A taxa de regeneracdo de algumas enzimas fosforiladas é extremamente
lenta. Neste caso especifico, a AChE fosforilada € inativa. Quando a AChE € inibida
por um inseticida, o acumulo de acetilcolina nas sinapses e juncles
neuromusculares causa hiperexcitabilidade devido a transmissdo continua e

descontrolada de impulsos nervosos (KWONG, 2002).

O principal mecanismo de agéo toxica do fipronil é a inibicdo dos receptores
do GABA nos canais de cloro, mas em alguns estudos foi constatado que esse
inseticida também causa alteraces na atividade da enzima AChE pela fosforilacédo
(Figura 2 A).

Ramsdorf (2011) verificou que o fipronil, nas concentragdes de 0,05; 0,10 e
0,23 ug L, aumentou a atividade da AChE cerebral de peixes da espécie Rhamdia

qguelen e diminuiu em Anstyanax sp. e Danio rerio depois de 60 dias de exposic¢éo.

A AChE esta associada as membranas dos terminais axonais colinérgicos
pois é produzida em neurdnios colinérgicos e secretada na fenda sinaptica (Figura
3). Também é considerada uma enzima de alta eficiéncia catalitica e alta taxa de
hidrolise enzimatica, de aproximadamente 5.000 moléculas de Ach/s.
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Figura 2. Esquema de inibicho da AChE. A) Fosforilacdo. B) Carbamilagdo. Glu —
glutamato; Ser — serina; Ala — alanina; R — grupo alquil; O — grupo alquil ou amida;
R1 — grupo O-alquil ou amida; X — grupo abandonador. (HORNBERG,
TUNEMALM e EKSTROM, 2007).

Neurénio
Transmissor

Acetilcolina
l A

Receptores

Neurdnio Receptor

Figura 3. Esquema da liberagdo da enzima AChE. (FONTE: PETRONILHO, PINTO &
VILLAR, 2011).

Em 1914, Dale classificou as acbes da acetilcolina em muscarinicas e

nicotinicas. Esta classificacéo foi baseada nos subtipos de receptores colinérgicos
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capazes de se ligar na nicotina e na muscarina, respectivamente, e respondem a

ativacao colinérgica com alta afinidade (VENTURA et al., 2010).

Os receptores colinérgicos nicotinicos (RCN) pertencem a familia de
receptores ionotrépicos que, quando ativados, adquirem a conformacéo de canal

aberto permeével aos ions Na+ e K+.

Esses receptores séo constituidos por cinco subunidades proteicas e estdo
distribuidos em varios tecidos, incluindo o cérebro e o tecido muscular. Os RCNs
presentes nos musculos sao heteropentameros constituidos por subunidades a, 3,
Yy, 0 e g enquanto que os receptores do cérebro sdo formados por varias
subunidades 02-10 e 32-47 (VENTURA et al., 2010).

Os RCNs localizados no cérebro distribuem-se nas regides pré-, pos-, peri-
e extrassinapticas, e modulam a liberacdo de neurotransmissores e,

consequentemente, a atividade sindptica neuronal (VENTURA et al., 2010).

Os RCNs tem importancia em diversos processos, como o aprendizado e a
memoria, o desenvolvimento neuronal e participa do sistema de recompensa. Essa
versatilidade funcional se correlaciona com as diferentes estruturas que esses
receptores possuem nas diversas areas do sistema nervoso. Como exemplo, pode-
se citar receptores com subunidades a3a5B4 que regulam a transmisséo
ganglionar e receptores com a subunidade o4 que regulam parcialmente a
liberacdo de dopamina e de glutamato (VENTURA et al., 2010).

Os receptores localizados na regido estriatal que possuem a subunidade 33
alteram a atividade motora por modular a liberacdo de dopamina, enquanto que os
receptores com a subunidade (32 controlam a liberacao de GABA e a resposta de

neurdnios dopaminérgicos no mesencéfalo (VENTURA et al., 2010).

Uma disfuncdo do gene que sintetiza a subunidade B2 é responsavel pela
atrofia do cortex e perda de neurdnios, o que sugere que os RCNs estejam
envolvidos em processos de sobrevivéncia de neurdnios, além da fisiologia e

manutenc¢ao dos circuitos sinapticos neuronais (VENTURA et al., 2010).

Portanto, quando o inseticida fipronil causa a inibicdo do GABA, ele altera os
RCNs no momento em que a molécula se acopla aos mesmos, e altera também a

entrada e saida de outras moléculas, como a liberagdo da enzima AChE.
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Além da avaliacdo de enzimas, as altera¢gBes histologicas nos organismos
expostos também podem ser utilizadas com biomarcadores para a determinagéo

do grau de poluicdo do ambiente aquatico (CENGIZ, 2006).

Os peixes, geralmente, sdo sensiveis as mudancas no ambiente, de tal modo
que os efeitos tdxicos dos xenobiodticos presentes na dgua sdo observados em
células e tecidos, antes da observacdo de mudancas no comportamento ou na
aparéncia externa (VAN DYK, 2005).

As principais vias de absorcédo de poluentes pelos peixes sdo por meio da
alimentacdo com alimentos contaminados, pelas branquias, ingestdo de agua
contaminada e através da pele. Os 6rgdos primeiramente atingidos e afetados
pelos agentes quimicos toxicos nos peixes sdo as branquias e a pele, devido a
grande superficie de contato e por terem células mucosas; que promovem a

resisténcia a patdégenos e substancias toxicas (SHEPHARD, 1994).

As branquias dos peixes sao compostas por quatro arcos branquiais, dos
quais se estendem duas fileiras de lamelas primarias. A partir das lamelas primarias
saem as lamelas secundarias, onde ocorrem as trocas gasosas. Estas lamelas
secundéarias sdo compostas por células pavimentosas apoiadas na membrana
basal revestidas por células pilares, as quais formam espacos entre si por onde 0
sangue circula (MALLATT, 1985; TAKASHIMA & HIBIYA, 1995).

A 4gua passa pelas branquias no sentido contrario ao fluxo de sangue. Este
fluxo contracorrente facilita a eficiéncia no uso de oxigénio, pois a concentracao de
oxigénio na agua é alta enquanto que no sangue € baixa (SCHMIDT-NIELSEN,
1996). No entanto, o intimo contato entre a superficie epitelial e o meio externo
facilita a entrada de poluentes, pois o epitélio branquial € sensivel e altamente
din&mico.

As funcdes vitais como a respiracdo, osmorregulacdo e excrecdo sao
comprometidas caso ocorram alteracbes morfologicas pela contaminacdo do
organismo por poluentes. Portanto, qualquer alteracdo na estrutura das branquias,
certamente comprometera a sobrevivéncia dos peixes (MORGAN & TOWELL,

1973) e o desempenho produtivo.

Apoés a absorcéo pelas branquias, os agentes quimicos atingem o figado,

orgao responsavel pelo metabolismo e, finalmente, os rins; que atuam na
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manutenc¢ao da estabilidade interna e na excre¢cédo (JOBLING e SUMPTER, 1993).
Grande parte dos poluentes absorvidos séo biotransformados no figado e nos rins,
onde sofrem acdo de enzimas e se tornam hidrossolUveis para entdo serem

excretados.

O figado dos peixes é composto por dois lobos: o direito esté localizado ao
lado da vesicula biliar e o esquerdo préximo ao baco. Este 6rgédo € formado por
hepatocitos, células epiteliais dos ductos biliares, macrofagos, células sanguineas
e células endoteliais (TAKASHIMA & HIBIYA, 1995).

Por ser um 6rgéo importante no metabolismo de xenobioticos e sensivel as
substancias toxicas, o figado pode sofrer alteracBes histologicas, portanto, é
utilizado como bioindicador de contaminacdo no meio aquatico (FANTA et al.,
2003).

O rim é um 6rgdo localizado junto a coluna vertebral dos peixes e se divide

em anterior e cefalico, sendo composto por células interrenais e células cromafins.

A estrutura do rim cefalico dos peixes é composta por néfrons com
corpusculo renal (glomérulo e cipsula de Bowman) e tubulos renais. Os tubulos
renais séo divididos em porgdes proximal e distal. Os rins eliminam substancias
quimicas durante a formacédo da urina, sdo alvos de contaminantes e podem sofrer
alteracdes histologicas (EVANS, 1993).

A analise histoldgica dos 6rgados é um método rapido para se determinar os
efeitos dos agentes quimicos tdxicos aos tecidos e 6rgaos, pois possibilita a
observacédo das lesdes causadas nos tecidos em resposta ao estresse subletal ou
cronico (JOHNSON et al., 1993).

Os estudos de alteragcdes morfo-fisiolégicas nos érgdos dos peixes sao
utilizados como indicadores de qualidade de agua e como modelo de estudos de
impacto ambiental (FANTA et al., 2003).

Na revisao bibliografica realizada, ndo foram encontrados estudos sobre a
recuperacdo de peixes sobreviventes a intoxicagdo com o fipronil, nem sobre as
alteracdes morfologicas, fisiolégicas e bioquimicas em periodos apds as
exposicdes agudas. Observa-se que também ndo existem indicacdes para 0s

piscicultores sobre a possibilidade de uso dos animais sobreviventes a intoxicacao
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aguda ao fipronil em funcéo da porcentagem de mortalidade dos animais do lote de

cativeiro, ou seja, da intensidade da intoxicagdo dos animais.

3.5. Limite de Aceitabilidade de Inibicdo da AChE

Nos estudos que utilizam a AChE como biomarcador de intoxicagdo por
agrotoxicos ndo ha discussdes e ndao se propdem um nivel de aceitabilidade de
inibicdo da AChE no cérebro e no muasculo dos peixes em que 0s animais se

recuperem e se desenvolvam normalmente.

Em pisciculturas, leva-se em consideracéo a importancia econémica do lote
de peixes. Portanto, é importante que se consiga o0 maximo de aproveitamento dos

peixes, inclusive dos sobreviventes as intoxicagdes com agrotoxicos.

Sendo assim, determinar um limite de aceitabilidade de inibicdo da AChE de
acordo com a porcentagem de mortalidade de peixes ocorrida do lote é uma
maneira pratica que o piscicultor tera para definir se € valido levar os sobreviventes
para a recuperacdo. O produtor pode observar se 0s peixes sobreviventes a
intoxicacdo poderdo continuar no sistema de producdo a partir dos seguintes

parametros objetivos:
1. Porcentagem de mortalidade ocorrida;
2. Comportamento dos animais; e

3. Ganho de peso corpéreo no periodo de recuperacdo em agua limpa apés
a exposicao aguda de 24 horas ao fipronil, ou a qualquer outra substancia

toxica.

3.6. Organismos-teste

Nos estudos de monitoramento ambiental, a utilizacdo de peixes como
bioindicadores de qualidade do ecossistema aquatico estd crescendo
(BARCAROLLI e MARTINEZ, 2004). Isso se deve ao fato de que 0s peixes ocupam
varios ambientes aquaticos e sao importantes comercialmente como fontes de

proteinas essenciais na alimentacdo da populagéo.
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A aquicultura é considerada uma producdo totalmente dependente do
ecossistema no qual esta inserida, pois 0s peixes e demais organismos produzidos
estdo em contato direto com o0 meio e sao afetados por qualquer mudanca causada
por diferentes agentes fisicos, quimicos e biologicos (VALENTI et al., 2000). A
exploracdo econbmica dos peixes requer conhecimentos basicos dos principais
fatores que direta ou indiretamente estdo ligados ao ambiente.

Em piscicultura, além da escolha de espécies importantes economicamente,
€ preciso selecionar os animais pelo tamanho. Os peixes maiores e com maior teor
em gordura podem apresentar maior tolerdncia a alguns téxicos devido a
bioacumulagcdo nas gorduras (MUNOZ-DE-TORO et al.,, 2006). Portanto, a
utilizacao de animais pequenos e jovens proporciona avaliagdes mais precisas dos

efeitos toxicos de diferentes produtos.

3.6.1. Pacu (Piaractus mesopotamicus)

O pacu (Piaractus mesopotamicus) tem grande importancia na piscicultura
brasileira, pois € uma das espécies mais representativas entre 0s peixes nativos. A
producdo de pacu é vantajosa no que diz respeito ao custo de manutencédo, a
resisténcia aos patdgenos e a facilidade de adaptacédo ao cativeiro em tanques e
viveiros (JOMORI et al., 2008).

O sucesso na producédo de pacu pelas pisciculturas também se deve a boa
aceitacdo da alimentacao artificial (arracoamento), a presenca de caracteristicas
como precocidade, rusticidade, carne de sabor agradavel e bom crescimento, que
favorecem a criagao intensiva (DIAS-KOBERSTEIN et al., 2005).

3.6.2. Tilapia (Oreochromis niloticus)

O nome “Tilapia” € comum de uma grande variedade de espécies de peixes
ciclideos do género Oreochromis que se distribuem originalmente do Centro-Sul da
Africa até o Norte da Siria (POPMA e PHELPS, 1998).
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A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) € original da Costa do Marfim no
Oeste africano e foi introduzida no nordeste do Brasil em 1971, onde é criada desde
a bacia do rio Amazonas até o Estado do Rio Grande do Sul (LOVSHIN e CIRYNO,
1998).

Esta espécie é utilizada em estudos de toxicidade por ser espécie
cosmopolita, rastica, precoce e muito produzida no Brasil (SCORVO-FILHO et al.,
2010), principalmente em tanques proximos as atividades agricolas. A espécie se
adapta bem devido a resisténcia a variacbes de temperatura e de oxigénio

dissolvido na agua.

A tilapia-do-Nilo é uma espécie de grande interesse para a aquicultura pelas
caracteristicas zootécnicas, alta qualidade de carne e para o processamento
industrial. Destaca-se como a espécie mais criada, com 45,4% da producdo de
peixes no Brasil (IBGE, 2017).

4. MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram conduzidos no Laboratério de Ecotoxicologia dos
Agrotoxicos e Saude Ocupacional (LABORSEG). As analises histologicas foram
realizadas no Setor de Andlises Morfologicas do Laboratorio de Anatomia da
Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias, UNESP, Jaboticabal. As analises
da enzima AChE foram realizadas no Laborat6rio de Bioquimica da Universidade
Federal de Sao Carlos (UFSCar).

Os peixes foram provenientes da Piscicultura Sdo Geraldo, localizada no
municipio de Sertdozinho, S&o Paulo e do Centro de Aquicultura da Universidade
Estadual Paulista (UNESP) de Jaboticabal. O fipronil testado foi da formulacéo de

nome comercial Regent® 800WG fornecido pela empresa BASF S.A. do Brasil.
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4.1. Periodo de observacéo e aclimatacéo

Os alevinos das duas espécies de peixes foram previamente mantidos em
observacdo por um periodo de 14 dias nas condicdes dos ensaios para a

verificagcdo de possiveis sinais clinicos de doencas.

A aclimatacéo dos peixes utilizados nos ensaios em laboratorio foi realizada
em tanques de 150 litros com renovacao e aeracao constante da agua. Os tanques
foram colocados em sala de ensaio climatizada com a temperatura controlada entre
25 e 27 °C e com fotoperiodo de 12/12 horas por sete dias antes da realizacao dos

ensaios.

Os peixes utilizados no ensaio de recuperacao a intoxicacdo aguda, que
estavam com 7,0 g de massa corpérea média, foi realizada em tanques
mesocosmos (semi-campo) de 1000 litros por 14 dias. Os mesocosmos estavam
dentro de um recinto coberto com telhas de cimento amianto a 3,0 m de altura.
Durante o periodo de aclimatacdo a temperatura do ar do ambiente variou entre 25
e 27 °C.

A oxigenacéo das aguas dos tanques foi mantida com aeracao continua por
bombas de ar de aquario durante a exposicao dos peixes ao fipronil. Neste periodo,
os peixes foram alimentados a vontade, uma vez ao dia até a saciedade, com racéo

comercial da marca Fri Ribe (35% de proteina bruta).

4.2. Avaliacao da toxicidade aguda em condicdes de laboratério

4.2.1. Ensaios para o controle de sensibilidade e sanidade dos peixes

A sensibilidade e sanidade dos organismos-teste foram avaliadas
periodicamente por meio de ensaios de toxicidade aguda para ambas as espécies,

em sala climatizada (25-27°C) e com fotoperiodo de 12/12 horas.

Os ensaios foram realizados em sistema estatico de exposi¢ao continua dos

animais por 48 horas, sem substituicdo da agua e sifonagem de residuos solidos
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dos aquérios e sem alimentacdo. O cloreto de potassio (KCI) foi utilizado como
substéancia de referéncia, de acordo com a norma NBR 15088:2011 (ABNT, 2011).

As parcelas experimentais foram recipientes de vidro contendo trés litros no
total (Agua + KCI em concentracfes crescentes) e o delineamento foi inteiramente
casualizado (DIC). A avaliacdo da mortalidade foi realizada diariamente, com a

retirada dos peixes mortos nos recipientes.

As variaveis iniciais da agua utilizada nos ensaios estavam de acordo com
as recomendacfes da norma NBR 15088:2011 (ABNT, 2011), que sao:
temperatura de 26, + 2 °C; pH 7,00 * 0,5; oxigénio dissolvido superior a 4,0 mg.L?;
condutividade elétrica de 0,180 uS.cm™.

A concentracao letal 50% (CL50;48h) calculada da substéancia referéncia
cloreto de potassio (KCI) para o pacu neste ensaio foi de 1,35 g.Lt, com limite

superior de 1,62 g.L* e inferior de 1,13 g.L.

A CL50;48h do KCI calculada para a tilapia foi de 1,13 g.L?, com limite
superior de 1,31 g.L* e inferior de 0,93 g.L* (Figura 4).
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Figura 4. Carta controle de sensibilidade e sanidade do laboratério para o peixe tilpia.
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De acordo com a carta controle de sensibilidade para ensaios de toxicidade
nas condi¢des de laboratorio, os animais estavam aptos para serem utilizados nos

ensaios.

4.2.2. Ensaios preliminares e definitivos com o fipronil

Os ensaios preliminares foram conduzidos para se determinar as
concentragbes que causam aproximadamente 10, 30, 50 e 70% de mortalidade

com as espécies pacu e tilapia (Figura 5 A).

As porcentagens de mortalidade foram escolhidas com o objetivo de
representar as perdas na producdo de pacu e tildpia em cenarios de uma
contaminacao das aguas das pisciculturas com o fipronil e mortalidade dos peixes.
Os valores diferem entre si em 20%, que € uma variacdo baixa em relacdo a
dificuldade de quantificar estas porcentagens de mortalidade em condicGes de

laboratorio.

As parcelas experimentais foram recipientes de vidro contendo dez litros no
total (Agua + fipronil nas concentracdes que causam 10, 30, 50 e 70% de
mortalidade) com aeracdo constante. O ensaio definitivo para laboratorio foi
realizado com quatro concentracfes e um controle, com oito animais por aquario
no caso do pacu e dez animais por aquario, no caso da tilapia. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC).

O numero de tilapias por aquéario foi maior devido a interacdo entre os peixes,
pois é notado que o aumento no numero de animais diminui 0 estresse e o

comportamento agressivo durante o periodo de ensaio.

Os ensaios foram conduzidos em sala climatizada com temperatura entre 25
e 27 °C e fotoperiodo 12/12 horas, em sistema estatico, sem substituicdo e

sifonagem de agua durante o periodo de exposicao (24h) dos animais ao fipronil.

A avaliacdo da ocorréncia de sinais externos de intoxicagdo dos peixes foi
realizada visualmente (Figura 5 B), com a retirada dos peixes mortos dos

recipientes (Figura 5 C).
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Figura 5. Ensaios definitivos com inseticida fipronil para o pacu e para a tilapia. A) Ensaio
preliminar com fipronil para o pacu. B) Observagéo dos sinais de intoxicagdo no
ensaio preliminar com fipronil para o pacu: natacao erratica (seta). C) Avaliagédo
da mortalidade no ensaio preliminar com fipronil para tilapia.

Nas aguas dos recipientes foram registrados os dados de oxigénio dissolvido
(mg.L 1), pH, temperatura (°C) e condutividade elétrica (uS.cm) com um sistema

de sonda portétil do modelo YSI 556 MPS, da Yellowspring Co.

A analise dos resultados de porcentagem de mortalidade dos peixes dos
ensaios de toxicidade aguda foi realizada por comparacdo das médias e os

respectivos desvios-padrées.

4.3. Ensaios em condi¢cdes de mesocosmos para avaliagcdo da recuperacao

dos peixes ap6s a exposicao aguda ao fipronil

A recuperacdo dos peixes ap0s a exposicdo aguda as concentracdes de
fipronil que causam 10, 30, 50 e 70% de mortalidade foi avaliada em mesocosmos,

que sao as condi¢cbes mais proximas as condi¢cdes ambientais.

Os mesocosmos utilizados foram tanques de cimento amianto com 1000 L de
agua, com fluxo continuo de 4gua de abastecimento (Figura 6 A e B). Os tanques
simularam tanques de pisciculturas que poderiam estar em uma regiao agricola em

que o inseticida fipronil foi aplicado.

Um ensaio de exposicdo aguda foi realizado em cinco mesocosmos (1000L):
quatro mesocosmos foram contaminadas com as concentracfes pré-determinadas

gue causam aproximadamente 10, 30, 50 e 70% de mortalidade dos peixes e um
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tratamento controle (Figura 6). Os peixes utilizados estavam com peso corporeo
médio entre 7 e 10 g.

O fluxo de agua dos mesocosmos foi interrompido momentos antes e até 24
h apds a diluicdo dos volumes do fipronil (Figura 6 A e B), para manter 0s peixes
expostos as concentracgdes de fipronil que causam 10, 30, 50 e 70% de mortalidade.
As 4guas dos mesocosmos foram aeradas com bombas elétricas de aquario, para
manter a concentracdo do oxigénio dissolvido (mg.L™?) necessaria a sobrevivéncia

dos peixes.

Apbs as 24 horas de exposicdo nos mesocosmos contaminados pelas
concentragdes de fipronil, foram retirados 15 peixes sobreviventes e transferidos
para cada um dos quatro mesocosmos de recuperacao de 150 L com fluxo continuo

por concentracao avaliada (Figura 6).

Os peixes permaneceram por 30 dias em recuperacao com fluxo de agua de

abastecimento continuo (vazao de 0,5 L.minuto!) durante o periodo experimental.

1N

Figura 6. Experimentos de recuperacdo. A) Administracéo de fipronil na agua de um dos
mesocosmos de exposicdo do ensaio de recuperacdo de pacu. B) Administracéo
de fipronil na agua de um dos mesocosmos de exposicdo do ensaio de
recuperacao de tilapia. C) Vista geral dos mesocosmos de recuperacao apos a
transferéncia dos peixes sobreviventes.

Os peixes foram coletados no 1°, 15° e 30° dia de cada mesocosmo de
recuperacao e passaram pelos processos de dessensibilizaréo na coluna vertebral
e pesagem para se avaliar o peso em gramas durante a recuperacéao (Figura 7 A).
Em seguida, fragmentos de tecidos de branquias, figados, rins, cérebros e

musculos de oito peixes (dois peixes de cada um dos quatro mesocosmos de 150L
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de recuperacao) foram coletados em cada dia de coleta para a realizagdo de
avaliacOes histoldgicas e da atividade da enzima AChE.

Os dados de mortalidade e efeitos de intoxicacdo obtidos nos ensaios de
recuperacdo dos peixes foram utilizados para determinar qual a porcentagem de
peixes de um lote pode ser mantida na producdo ap0s passar por uma exposi¢ao
aguda com fipronil.

As variaveis de qualidade de agua (temperatura, pH, oxigénio dissolvido e
condutividade elétrica) foram registradas em cada tanque de recuperacdo dos
peixes para avaliar se os parametros estavam dentro dos valores ideais para 0s

animais.

4.4. Andlise histolégica de branquias, figado e rins

Foram coletadas amostras de branquias, figado e rins de oito animais (n=8)

por tratamento por dia de coleta dos peixes sobreviventes (Figura 7 B).

Os fragmentos dos tecidos dos 6rgaos foram retirados e imersos em solucéo
de formaldeido tamponado (0,1 M; pH 7,3), por 24 horas. Apés a fixacdo, os
fragmentos dos tecidos sofreram desidratacdo em alcool, diafanizacdo em xilol e

inclusdo em Histosec® (Merck).

Em seguida, foi realizada microtomia dos blocos de historresina em
micrétomo automatico (Leica-RM2155,) em cortes de 3 a 5 um de espessura em

sequéncia semi-seriada (um corte para 100 um desprezados).

Os tecidos cortados foram corados com o corante hematoxilina-eosina,
segundo as metodologias propostas por BEHMER et al. (1976) e fixados entre
lamina e laminula. As lesdes foram observadas e registradas para os tecidos das

branquias, figado e rins (Figura 7 D).

As andlises histolégicas foram realizadas a partir da observacao das laminas
preparadas de cada tecido, seguida de fotodocumentacdo e descricdo das

alteracdes histoldgicas.

As alteracdes histologicas foram avaliadas semi quantitativamente pelo

célculo do indice de Alteracdo Histopatolégica (IAH), com base na severidade de

Caunesp 26



Doutoranda Naiara Fernanda Ignacio Orientador — Prof. Dr. Joaquim Gongalves Machado Neto

cada lesdo. Para tanto, as alteracdes foram classificadas em classes de estagios
de alteracdes adaptadas de Poleksic & Mitrovic — Tutundzic (1994).

Figura 7. A) Pesagem de um dos peixes sobreviventes de tildpia coletado no 1° dia apds
a exposicdo aguda ao fipronil, para fazer as analises histolégica e enziméatica.
Coleta de branquias do peixe pacu (1° dia de coleta). C) Coleta de musculo do
peixe tilapia (1° dia de coleta). D) Sistema de microscopia para a observagéo das
laminas histolégicas. E) Placas com as amostras para leitura da enzima AChE
de cérebro e musculo do peixe pacu.

As classes de estagios progressivos utilizadas para classificar as alteracdes
histologicas observadas quanto ao comprometimento das fungdes do 6rgéo foram

as seguintes:

e Estagio | = LesBes que ndo comprometem o funcionamento do 6rgéao;
e Estagio Il = LesbBes mais severas e que prejudicam o funcionamento
normal do 6rgao;

e Estagio lll = Lesdes muito severas e irreversiveis.

O valor de IAH foi calculado para cada animal com a formula de Poleksic e
Mitrovic—Tutundzic (1994), que € a seguinte:

IAH =10° 51+ 10 311 + 102 SNl
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Onde I, Il e lll correspondem ao numero de alteragBes de estagio I, 1l e I,

respectivamente.

O valor médio de IAH foi dividido em 5 categorias citadas por Poleksic &
Mitrovic- Tutundzic (1994):

IAH entre 0 e 10 = Funcionamento normal do tecido;
11 e 20 = Danificagéo leve para moderada do tecido;
21 e 50 = Modificagcdo moderada para severa do tecido;
51 e 100 = Modificacéo severa do tecido;
> 100 = Danificacéo irreparavel do tecido.

Este indice permitiu a comparacdo da severidade das lesdes branquiais,

hepaticas e renais entre 0s peixes coletados.

4.5. Andlise da atividade da enzima Acetilcolinesterase (AChE)

O cérebro foi coletado por meio da remog¢&o do 0sso da cabeca dos peixes
e a exposicdo da caixa encefélica. O cérebro foi retirado com auxilio de pinga
cirtrgica e colocado em tubo tipo eppendorf. Apds a retirada do cérebro, foram

coletadas amostras de masculo da regido dorsal de cada animal (Figura 7 C).

As amostras foram acondicionadas em uma caixa de isopor contendo gelo
para o imediato resfriamento do muasculo e cérebro dos peixes. Os eppendorfs
contendo as amostras foram armazenados em freezer a temperatura de -80 °C,

para posterior analise da atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE).

A analise da AChE foi realizada por meio da quantificacao de proteinas pelo
meétodo de Bradford (1976) (Figura 7 E). O reagente de Bradford contém o corante
Coomassie Brilliant Blue G-250 em solucédo &cida. O reagente, ao se ligar as
proteinas, tem absorbancia alterada de 465 nm para 595 nm devido a mudanca de
coloracdo de castanho para tons de azul, que é proporcional a concentracdo da
proteina, em consequéncia da interacao entre a proteina e o corante, estabilizando-

o em forma anibnica.
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O valor de absorbancia é determinado por espectrofotometria em 595 nm e
é feita a comparacgéo dos resultados com a curva analitica, a qual contém valores
de concentracdo proteica conhecidos, usando-se a Soro Albumina Bovina (BSA),

para o calculo da concentracdo da proteina nas amostras em estudo.

Em microtubos adicionou-se 995 uL de Reagente de Bradford comercial e 5
ML de amostra. As amostras e os padrbes da curva analitica foram agitadas e

mantidas em ambiente escuro por aproximadamente 10 minutos.

Em seguida foi realizada a leitura da absorbancia em espectrofotometro
ajustado com o comprimento de onda em 595 nm. A concentracéo de proteinas nas
amostras foi calculada com base na curva de calibracdo preparada com soro

albumina bovina (BSA) e reagente de Bradford.

A atividade de AChE no cérebro e musculo dos peixes foi determinada de
acordo com o método modificado de ELLMAN et al. (1961). Para a realizacdo da
reacao foi utilizado a mistura: acetilcolina 1,875 mM e 5,5 -—dithiobis-2-
nitrobenzoico acido 0,32 mM, como cromogénio (diluido com 100 mM de tampéo
fosfato de sodio, pH 7,5).

As amostras de tecidos de cérebro e de musculo foram homogeneizadas
com tampéo fosfato 10 mM pH 7,0 em 50% de glicerina (v/v) e centrifugadas a
12,000 x G, por 30 segundos. O sobrenadante foi usado como fonte de enzima e
ajustado a uma concentracgéo final de 2,5 mg de tecido fresco.mL*. O plasma total

foi utilizado com o volume final da amostra de 500 pL.mL™2.

A atividade enzimatica foi quantificada por meio da leitura da absorbancia no
comprimento de onda de 412 nm por 4 minutos a 25°C em um espectrofotbmetro
com detector de ultravioleta visivel (UV-VIS). A atividade da AChE foi expressa em

unidades de acetilcolina hidrolisada por miligrama de proteina (mmol/mg ptn/min).

O coeficiente de extincdo molar (412= 16,950 M.cm?) utilizado foi
previamente determinado. Uma unidade enziméatica é definida como a quantidade

de enzima necessaria para transformar um pmol de substrato.minuto.

Os valores obtidos ap06s as analises da atividade da enzima AChE muscular
e cerebral foram utilizados para comparacdo entre si, com a observacdo do

aumento ou diminuicéo da atividade desta enzima.
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4.6. Limite de aceitabilidade de inibicdo da AChE

A determinacao do limite de aceitabilidade de inibicdo da AChE no cérebro
e no musculo dos peixes foi realizada com base nos resultados obtidos no ensaio
de recuperacdo dos peixes sobreviventes as concentragdes crescentes do fipronil
gue causaram aproximadamente 10, 30, 50 e 70% de mortalidade dos peixes,
presenca de sinais de intoxicacao, lesdes histologicas em branquias, figado e rins

e avaliacdo de peso corporeo em dias de recuperagdo em agua limpa.

Foi considerado como limite de aceitabilidade a taxa de inibicdo da AChE no
cérebro e no musculo correspondente a concentragao que causa 0s maiores danos
em 24 horas e em que 0s peixes juvenis de pacu e tilapia sdo capazes de se

recuperarem dos efeitos tOxicos no comportamento.

4.7. Analises estatisticas do peso corpéreo e da atividade da AChE

As andlises estatisticas dos parametros avaliados peso corpéreo e atividade
da AChE foram realizadas por meio do delineamento experimental inteiramente ao
acaso. As analises estatisticas foram a de variancia pelo teste F, e quando o valor
de F calculado foi significativo, o teste de Scott & Knott (p=0,05) foi aplicado, para
a comparacao das médias dos tratamentos.

O teste de Scott & Knott utiliza a razdo de verossimilhanca para atestar a
significAncia de que n tratamentos podem ser divididos em grupos que maximizem
a soma dos quadrados entre grupos (SCOTT e KNOTT, 1974).

As analises de variancia e de comparacao de médias foram realizadas com
0 programa computacional Assistat 7.7 beta Registro n°® 0004051-2 (SILVA et al.,
2016).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Avaliagdo da toxicidade aguda em condi¢cBes de laboratorio

5.1.1. Piaractus mesopotamicus (pacu)

O intervalo de concentracbes de letalidade do fipronil na agua foi
determinado nos ensaios preliminares e utilizado nos ensaios definitivos. Com base
neste estudo preliminar, as concentracdes utilizadas para o pacu foram 0,56; 0,59;
0,61 e 0,64 mg.L! e causaram médias de mortalidade de 12,5; 25,0; 54,2 e 79,2%;

respectivamente, em 24 horas (Tabela 1).

As diferencas entre as porcentagens de mortalidades esperadas e as médias
ocorridas nos trés ensaios definitivos sao inferiores a 10%. Portanto, as
concentracdes ensaiadas sdo adequadas para realizar o estudo em condicdes de

mesocosmo.

Os baixos valores de desvio padrdo entre os niumeros de peixes mortos nas
mesmas concentracées nos trés ensaios (Tabela 2) caracteriza o alto rigor
experimental do estudo.

Tabela 2. Porcentagem de mortalidade nos trés ensaios definitivos com fipronil para o pacu,
média geral e desvios padrdes (DP) ap0s 24 horas de exposi¢cao aguda.

Conc. N2 de peixes mortos Média Geral 9% Mortes | Diferenca
(mg.L'Y) | Ens.1 | Ens.2 | Ens.3 Ne DP % |esperada |9 mortes
Controle 0 0 0 0 0,0 0,0 0,0 0,0

0,56 3 3 3 3 0,0 12,5 10,0 +2,5

0,59 6 6 6 6 0,0 25,0 30,0 -5,0

0,61 12 15 12 13 1,7 54,2 50,0 +4,2

0,64 18 21 18 19 1,7 79,2 70,0 +9,2

Durante a conducéo dos ensaios nao foram observados sinais de intoxicacao

nos animais no tratamento controle. Porém, nos tratamentos com as concentrag(”)es
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de 0,56 e 0,59 mg.L! foram observados a perda da capacidade de arfagem e o
aumento do batimento opercular dos peixes. Nas concentragdes de 0,61 0,64 mg.L-
L ocorreram espasmos musculares, natacéo erratica e permanéncia dos peixes na

superficie da coluna d’agua.

Tabela 3. Média e desvio padrao das variaveis de qualidade da &gua nos trés ensaios definitivos
com fipronil para os peixes da espécie pacu ap0s 24 horas de exposicao.

Concentragdo Temperatura Desvio pH Desvio
(mg.LY) 12 | 20 [ 32 [Meédia| Padrdo [ 10 [ 20 [ 3¢ [Média| Padrdo
Controle 26,03 | 25,90 | 26,50 | 26,14 0,316 8,57 | 857 | 890 | 8,68 0,191
0,56 26,81 | 25,89 | 26,47 | 26,39 0,468 8,60 | 8,60 | 890 | 8,70 0,173
0,59 26,48 | 25,65 | 26,50 | 26,21 0,486 8,65 | 8,65 | 810 | 8,47 0,318
0,61 26,68 | 25,71 | 26,53 | 26,31 0,525 8,61 | 861 | 830 | 8,51 0,179
0,64 26,72 | 25,77 | 26,57 | 26,35 0,508 8,63 | 862 | 8,40 | 8,55 0,130
Concentrag¢ao Condutividade elétrica Desvio Oxigénio dissolvido Desvio
(mg.L?) 12 [ 2¢ [ 32 [Média| Padrdo [ 10 T 2¢ [ 30 [Média| Padrdo

Controle 0,239 0,232 | 0,242 | 0,237 0,005 578 | 4,78 | 4,80 | 5,12 0,572

0,56 0,262 | 0,246 | 0,258 | 0,255 0,008 5,65 | 5,65 | 4,83 | 538 0,472
0,59 0,247 | 0,228 | 0,261 | 0,245 0,017 575 | 5,75 | 4,33 | 5,28 0,818
0,61 0,233 | 0,218 | 0,225 | 0,225 0,007 5,74 | 5,74 | 3,97 | 5,15 1,024
0,64 0,241 0,223 | 0,236 | 0,233 0,009 580 | 5,80 | 4,10 | 5,23 0,981

Na andlise das variaveis de qualidade de agua nos ensaios com fipronil para
o pacu foi registrada a ocorréncia de pequenas alteracdes em todas as variaveis
apos 24 horas da diluicdo do fipronil, exceto na temperatura. A temperatura
manteve-se praticamente constante: entre 26,03 °C no tratamento controle para

26,72 °C no da concentracéo de 0,64 mg.L™.

A condutividade elétrica variou de 0,237 + 0,005 uS.cm™ no controle para
0,233 £ 0,009 pS.cm na concentracdo de 0,64 mg.L*. A variagdo média do pH foi
de 8,68 + 0,191 no controle para 8,55 + 0,130 na concentracdo de 0,64 mg.Lt. O
oxigénio dissolvido variou de 5,12 + 0,572 mg.L! no controle para 5,23 + 0,981

mg.L* na concentracdo de 0,64 mg.L? (Tabela 3).
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5.1.2. Oreochromis niloticus (tilapia)

O intervalo de concentracbes de letalidade do fipronil na agua foi
determinado nos ensaios preliminares e utilizado nos ensaios definitivos. Com base
neste estudo preliminar, as concentragdes utilizadas para a tilapia foram 0,09; 0,11,
0,15 e 0,20 mg.L* e causaram as porcentagens médias de mortalidade em 24 horas
de 13,3; 26,7; 46,7 e 73,3; respectivamente (Tabela 4).

Os baixos valores de desvio padréo entre os numeros de peixes mortos nas
mesmas concentracdes nos trés ensaios (Tabela 4) caracteriza o alto rigor

experimental do estudo.

As diferencas entre as porcentagens de mortalidades esperadas e as médias
ocorridas nos trés ensaios definitivos séo inferiores a 3,4%. Portanto, as
concentracdes ensaiadas sdo adequadas para realizar o estudo de mesocosmo.

Os sinais de intoxicacdo ndo foram observados nos animais do tratamento
controle durante a conducao dos ensaios para a determinacéo das concentracoes.
Na concentracéo de 0,09 mg.L* foi observado aumento da frequéncia do batimento

opercular dos peixes.

Tabela 4. Porcentagem de mortalidade nos trés testes definitivos com fipronil para a tilapia,
média e desvios padrbes (DP) apés 24 horas de exposicdo aguda.

Conc. N2 de peixes mortos Média Geral 9% Mortes | Diferenca
(mg.L?) | Ens.1 | Ens.2 | Ens.3 Ne DP % esperada | % mortes
Controle 0 0 0 0 0,0 0,0 0,0 0,0
0,09 3 6 3 4 1,7 13,3 10,0 +3,3
0,11 6 9 9 8 1,7 26,7 30,0 -3,3
0,15 12 15 15 14 1,7 46,7 50,0 -3,3
0,20 21 24 21 22 1,7 73,3 70,0 +3,3

Nas concentragées de 0,11; 0,15 e 0,20 mg.L* foram observados: espasmo
muscular nos peixes, mudanca de coloragcao para cor mais escura, natacao erratica

e letargia; com a permanéncia dos animais no fundo do aquério.
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O fato de que o fipronil causa inibicdo do GABA pode explicar os sinais de
intoxicacdo observados em ambas as espécies de peixes estudadas: pacu e tilapia.
Porém, € necesséario levar em consideracdo também a inibicAo da enzima
acetilcolinesterase (AChE), que também afeta o sistema nervoso do animal e pode

levar & morte.

Outro sinal observado nos peixes foi a paralisacdo dos musculos,
principalmente os intercostais, que impede a respiracdo e provoca efeitos como
natacao erratica, perda da capacidade de arfagem e, por fim, morte devido a asfixia
(TIERNEY et al., 2010).

Os inseticidas neurotoxicos causam intoxicagcdo em diversos pontos do
sistema nervoso, alteram a transmissdo do impulso nervoso e causam diversos
efeitos nos organismos, como espasmos musculares e reducao das respostas do
sistema olfativo dos peixes, o qual € de extrema importancia na sobrevivéncia
(TIERNEY et al., 2010).

Sinais de intoxicagdo como o0s observados neste estudo foram constatados
em pesquisas realizadas com outros inseticidas neurotéxicos como 0s
organofosforados trichlorfon e o methyl parathion, que inibem a acdo da enzima
acetilcolinesterase (TIERNEY et al., 2010).

Na andlise das variaveis de qualidade de agua nos ensaios com fipronil para
a tilapia, também ocorreram pequenas alteracbes em todas as variaveis. A
temperatura variou de 26,12 °C + 0,119 para 26,27 °C £ 0,210 na concentragao de
0,20 mg.L™.

A condutividade elétrica variou de 0,253 + 0,012 uS.cm™ no controle para
0,254 + 0,008 uS.cm™ na concentracdo de 0,20 mg.L™. A variagdo média do pH foi
de 8,36 + 0,272 no controle para 8,24 + 0,125 na concentracdo de 0,20 mg. L*. O
oxigénio dissolvido variou de 5,03 + 0,572 mg.L! no controle para 5,34 + 0,641
mg.L? na concentracéo de 0,20 mg.L* (Tabela 5).

Em ambos os ensaios, o fipronil ndo afetou as varidveis de qualidade de
agua. Portanto, a molécula deste inseticida é a Unica causa para 0s sinais de

intoxicacdo e mortalidade dos peixes em 24 horas nas concentracdes avaliadas.
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As concentracdes de fipronil avaliadas para ambas as espécies, mesmo em
condi¢bes controladas de laboratério, sdo muito baixas para afetar as variaveis de

qualidade de agua.

Tabela 5. Média das variaveis de qualidade da agua nos trés ensaios definitivos com fipronil
para os peixes da espécie tilapia (24 horas de exposicao).

Concentragdo Temperatura Desvio pH Desvio

(mg.LY) 12 | 22 [ 3¢ [média| Padrdo | 10 [ 20 [ 3¢ [ média | Padrdo

Controle 26,02 | 26,08 | 26,25 | 26,12 0,119 | 8,32 | 8,11 | 8,65 8,36 0,272

0,09 26,55 | 25,96 | 26,86 | 26,46 0,457 | 8,35 8,23 | 8,26 8,28 0,062
0,11 26,85 26,87 | 26,63 | 26,78 0,133 | 8,40 | 8,19 | 7,85 8,15 0,278
0,15 26,58 | 26,71 | 26,62 | 26,64 0,067 | 8,36 | 8,21 | 8,05 8,21 0,155
0,20 26,05 | 26,47 | 26,28 | 26,27 0,210 | 8,38 | 8,18 | 8,15 8,24 0,125
Concentragdo Condutividade elétrica Desvio Oxigénio dissolvido Desvio
(mg.L?) 12 | 2¢ | 32 [Média| Padrde | 10 [ 20 [ 3¢ [ média | Padrdo

Controle 0,241 0,254 | 0,264 | 0,253 0,012 | 5,69 | 4,69 | 4,71 5,03 0,572

0,09 0,283 | 0,268 | 0,280 | 0,277 0,008 | 5,56 | 5,56 | 4,79 5,30 0,445
0,11 0,262 | 0,250 | 0,283 | 0,265 0,017 | 5,66 | 5,66 | 4,33 5,22 0,768
0,15 0,253 | 0,240 | 0,247 | 0,247 0,006 | 5,65 | 5,65 | 4,11 5,14 0,889
0,20 0,259 (0,245 | 0,258 | 0,254 0,008 | 5,71 | 5,71 | 4,60 5,34 0,641

As propriedades quimicas do fipronil bem como de outros defensivos
agricolas, juntamente com as condi¢cdes meteoroldgicas, microrganismos no solo,
presenca ou auséncia de plantas, localizacdo do solo na topografia e praticas de

manejo dificultam o monitoramento da contaminacao da agua.

A acdo de processos como adsorcdo, absorcdo, decomposicao,
degradacgédo, deriva, volatilizagdo, lixiviacdo, escoamento superficial e,
principalmente, as interagdes entre os mesmos, a agressividade de uma substancia
toxica é alterada e torna o estudo dessas moléculas no ambiente mais complexo
(SPADOTTO et al., 2010).
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5.2. Avaliacdo darecuperacdo dos peixes apds a exposi¢cao aguda ao fipronil

5.2.1. Piaractus mesopotamicus (pacu)

A aplicacao do fipronil nas concentracdes pré-definidas (0,56; 0,59; 0,61 e
0,64 mg.L™?) foi realizada pela manha e os peixes permaneceram expostos por 24
horas. No controle, ndo ocorreram mortes, pois 0s animais estavam aclimatados e

a agua estava livre de fipronil.

No tanque em que foi aplicada a menor concentracdo de fipronil avaliada
(0,56 mg.L?) ocorreu 15% de mortalidade; com 0,59 mg.Lt, 30%; com 0,61 mg.L
1, 44,5% e com a maior concentracéo (0,64 mg.L?), 65% (Tabela 6) (Figura 8 C).

As porcentagens de mortalidade n&o foram similares ao que foi observado
nos ensaios definitivos. Os resultados entre ensaios em condi¢des de laboratorio e
de mesocosmos podem apresentar variabilidade devidas as variacdes nas proprias
condicbes ambientais, como diferenca entre equipamentos, mudancas nas

condicBes ambientais, variacao entre lotes de organismos teste, entre outras.

Quando um experimento é instalado, hd um grande cuidado ao controlar a
variabilidade em cada um desses fatores, que € de extrema importancia para se
alcancar resultados de boa qualidade (OPAZO, 2008).

Tabela 6. Mortalidade dos peixes pacu apos 24 horas de exposi¢éo ao fipronil.

Concentragdo (mg.L?) N.L N2 Mortos % de Mortalidade
Controle 100 0 0,0
0,56 100 15 15,0
0,59 200 60 30,0
0,61 200 89 44,5
0,64 300 195 65,0

N.l. = Namero inicial de peixes da espécie pacu.

Os animais do controle ndo apresentaram sinais de intoxicacdo. Apos duas

horas de exposicao ao fipronil, foram observados sinais de intoxicagdo como
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natacao erratica e perda da capacidade de arfagem nos peixes expostos a todas
as concentragdes avaliadas (Figura 8 A).

Nos animais expostos a 0,56 e 0,59 mg.L* foi observado batimento opercular
acelerado, enquanto que nos animais expostos a 0,61 e 0,64 mg.L! o batimento
opercular estava lento. Estes sinais também foram observados nos ensaios

definitivos em laboratério para a determinagéo das concentracoes.

Entre seis e 12 horas de exposicao ao fipronil, nos animais expostos a 0,61
e 0,64 mg.L* foram observados mudanca na coloracédo da pele de claro para escuro
e espasmos musculares, além dos sinais ja observados anteriormente (Figura 8 B).
Na concentracéo de 0,56 e 0,59 mg.L?, foram observados os mesmos sinais do

inicio ao final da avaliacdo (24 horas).

Figura 8. Sinais de intoxicagdo em pacu ap0s administragcéo do fipronil. A) Animais com a
perda da capacidade de arfagem (seta). B) Animais com mudanca de coloracdo
de claro para escuro. C) Mortalidade dos peixes na maior concentracdo (0,64
mg.L?).

Ao completar 24 horas de exposicdo ao fipronil, foi observado sinais de
letargia nos animais sobreviventes as concentracdes de 0,61 e 0,64 mg.Lt. Os
animais sobreviventes as concentracées 0,56 e 0,59 mg.L? estavam com o
comportamento ativo e de fuga apés estimulos na agua.

Os sinais de intoxicacdo observados foram similares nos peixes das
espécies pacu e tildpia. A mudanca de coloragdo da pele ocorreu nos animais
expostos as maiores concentracdes avaliadas para cada espécie. Esta mudanca
na coloracao da pele dos peixes de claro para escuro esta relacionada com fatores
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estressores no ambiente e ocorre devido a quantidade e migracdo de pigmentos
nos cromatéforos (FANOURAQUI et al, 2007).

A coloracdo dos peixes pode ser classificada como: estrutural, na qual a
estrutura tegumentar do animal é capaz de produzir diferentes cores a partir da luz
incidente; e a pigmentar. Na pigmentar, a producdo de pigmentos € oriunda de
compostos quimicos que podem absorver ou refletir determinados comprimentos

de onda de modo seletivo.

Os cromatoforos séo células pigmentares dos peixes que armazenam 0S
pigmentos como: eritr6foros (vermelhos), xantoforos (amarelos), leucoforos
(brancos), iridéforos (metalicos) e melanéforos (marrons ou pretos). A migracao
pigmentar que ocorre posteriormente a mudanca de coloracdo do peixe se da por
estes pigmentos, 0s quais possuem prolongamentos citoplasmaticos que facilitam

esta movimentacédo (CURI et al., 2005).

Além do fato de os peixes estarem sobre estresse devido a contaminacgao
da agua com fipronil, também ocorreu a interferéncia deste inseticida no sistema

nervoso dos animais.

Em peixes teledsteos, as mudancas de coloracéo da pele sédo reguladas pelo
sistema nervoso ou hormonal, ou geralmente por ambos. Os terminais nervosos
liberam catecolaminas, mais comumente a noradrenalina, diretamente na
membrana do cromato6foro. Dependendo da proteina a qual a catecolamina se liga,
a resposta do cromatéforo pode ser agregacdo ou dispersdo (FANOURAQUI,
2007). A resposta de mudanca de cor da pele é imediata ao inicio do estresse, mas
de curta duracdo. No entanto, se o estimulo ambiental for constante, passam a
atuar os horménios e permite que a resposta se mantenha enquanto o estimulo

estiver presente.

Pode-se explicar, assim, o comportamento dos cromatoforos dos peixes em
resposta ao fipronil diluido na agua. A coloracdo escura da pele tanto no pacu
guanto na tilapia permaneceu engquanto estavam expostos ao fipronil. Além disso,
apos a morte, a pele dos animais voltava a uma cor clara, pois o sistema nervoso

nao mais interfere nos cromatoforos dos peixes.

Uma situacédo de estresse pode causar diversos efeitos sobre os animais

além da mudanca de coloragdo da pele. Em geral, para os peixes a primeira
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resposta de defesa é o comportamento de fuga, pois fugir diminui a probabilidade
do mesmo de ser predado ou capturado. Ha também a possibilidade de ocorrer um
comportamento contrario, permanecer imovel para economia de energia e manter

a homeostase fisiolégica do organismo (SCHRECK et al., 1997).

A letargia, no caso dos peixes expostos nas maiores concentracbes de
fipronil avaliadas, € explicada pela redug&o da atividade metabdlica como estratégia
de protecdo contra agentes agressores temporarios. Esta estratégia sé sera eficaz
se a energia economizada para a mitigacdo do processo toxico for suficiente para

suprir o periodo de exposicdo (BAGANZ, 2005).

O tempo de exposicdo de 24 horas escolhido para estes ensaios € um
periodo satisfatorio, pois ho caso de uma contaminagdo com baixas concentracfes
de fipronil, o produtor podera observar os sinais de intoxicacao pelo comportamento

dos peixes.

Augusto et al. (2015) citam que as alteracdes ambientais e no nivel
bioquimico dos peixes sé@o as primeiras respostas detectaveis e quantificaveis,
constituindo-se em indicadores mais sensiveis porqgue podem ser detectados com
um tempo de exposi¢cdo mais curto do que o demandado nas observacdes dos

sinais externos nos organismos expostos aos agente estressores.

Todos os sinais de intoxicacdo observados anteriormente desapareceram
apos 72 horas em recuperacdo. Durante o periodo de recuperacédo, 0s peixes se

alimentaram normalmente a partir do segundo dia em agua limpa, livre de fipronil.

No primeiro dia, 0os peixes apresentaram um comportamento de fuga,
provavelmente devido ao manejo no momento da transferéncia dos peixes do
mesocosmo de exposicdo aguda para 0s mesocosmos de recuperacdo com agua

limpa.

A andlise estatistica do peso corpéreo dos animais do tratamento controle e
0S sobreviventes as concentracbes de fipronil se mantiveram sem grandes

variacdes de perda ou ganho durante os 30 dias de recuperacao (Tabela 7).
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Tabela 7. Valores médios do peso corpéreo dos peixes pacu e desvio padrao (DP) nas trés
coletas realizadas.

Peso (gramas) por coleta
Concentragao
24h 15 dias 30 dias
(mg.L?)
Média DP Média DP Média DP
Controle 10,71 1,72 12,32 1,75 13,18 1,27
0,56 8,45 1,27 10,56 1,50 12,57 1,81
0,59 10,87 1,64 11,74 1,66 12,99 1,94
0,61 9,78 1,73 11,93 1,27 13,58 1,64
0,64 9,63 1,12 10,81 1,63 12,42 1,18
F Concentracdes = 0,30" F Coletas = 0,05" F Concentracdes x Coletas =0,10"
CV% = 9,08

Médias seguidas de letras iguais minusculas nas colunas e mailusculas nas linhas ndo
diferem estatisticamente entre si. *, ** e ns: Significativo a 1 e 5% de probabilidade e néo
significativo.

Existem alguns fatores que podem afetar o ganho de peso e crescimento
dos peixes durante o periodo de criacdo, como a densidade de estocagem. No
entanto, neste estudo os animais foram colocados para recuperacdo de modo a

evitar este problema.

Outro fator seria o potencial de bioacumulacdo de determinado composto,
gue pode se correlacionar com os parametros biométricos de um animal (BARRON,
1990). No entanto, em estudos de toxicidade aguda e bioconcentracdo com o
inseticida trichlorfon para a espécie pacu, ndo foi encontrada correlacédo entre a

bioconcentragéo e a biometria dos animais ap6s os ensaios (LOPES, 2005).

O experimento de recuperacdo dos peixes sobreviventes foi realizado de
modo a simular condigbes de campo em mesocosmos. Esta simulagéo e a coleta
de amostras sdo importantes para a avaliacdo e compreensdao dos efeitos

biol6gicos de um xenobidtico sob condigdes naturais (WINKALER et al., 2001).

Portanto, as vantagens do estudo em condi¢ées de mesocosmo estdo mais
proximas das condi¢des de campo que estudos de laboratério, que sdo conduzidos
em meio neutro e padronizado. Nos mesocosmos se podem determinar os efeitos

que serdo observados caso ocorra uma contaminagao das aguas com fipronil, o
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que torna a extrapolacao de resultados mais proxima para as condic6es de campo,

OU nO ecossistema.

5.2.1.1. Analise Histolégica

5.2.1.1.1. Branquias

Apoés a exposicao de 24 horas inicial (1° dia) ao fipronil nas aguas dos
mesocosmos, ndo foram observadas alteragcdes nas branquias dos animais do
tratamento controle e nas dos animais sobreviventes a concentracdo de 0,56 mg.L"
L (Figura 9 A e B).

Nas branquias dos peixes sobreviventes as concentracdes de 0,59 e 0,61
mg.L* de fipronil nas aguas foram observadas lesdes nos tecidos como hiperplasia
do epitélio interlamelar, estase e o inicio de aneurisma (Figura 9 C). As branquias
dos peixes sobreviventes a 0,64 mg.L! de fipronil apresentaram estas mesmas

alteracdes, poréem também foi observado o edema subepitelial (Figura 9 D).

Nas amostras coletadas no 15° dia de recuperacéo, as branquias dos peixes
apresentaram as mesmas lesdes observadas nas branquias dos peixes coletados
no 1° dia, porém com menor frequéncia. Nas amostras de tecido do 30° dia (final)
foram observadas somente alteracdes leves nos animais sobreviventes a 0,64 mg
L't como hiperplasia e elevacgao epitelial. As branquias dos animais sobreviventes

as demais concentragfes estavam totalmente recuperadas.

A hiperplasia do epitélio interlamelar é uma alteracdo que leva ao aumento
da distancia entre o0 ambiente externo e o sangue dos peixes, e forma uma barreira
gue impede a entrada de contaminantes (ERKMEN e KOLANKAYA, 2000). Esta
alteracdo é considerada comum em estudos histologicos de branquias, como foi
constatado para a espécie Cichlasoma dimerus exposta ao endusulfan (DA CUNA
et al., 2001) e a espécie Poecilia reticulata exposta ao herbicida glifosato (ROCHA
et al., 2005).
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Figura 9. Fotomicrografia de cortes transversais das branquias de pacu ap0s exposi¢ao
aguda ao fipronil. Coloragdo HE. A) Aumento de 40x: Histoarquitetura das
branquias do peixe pacu no controle, lamelas priméarias (LP) e secundarias (LS).
B) Aumento de 40x: LP e LS de pacu sobrevivente a 0,56 mg.L* de fipronil. C)
Aumento de 40x: hiperplasia do epitélio lamelar (circulo vermelho), estase
(circulo preto) e inicio de aneurisma (circulo vermelho com asterisco) no peixe
sobrevivente a 0,61 mg.L?. D) Aumento de 100x: Edema subepitelial (seta) no
peixe sobrevivente a 0,64 mg.L. Barra: 50 um.

A estase € caracterizada por um fechamento das lamelas secundarias
causado por um excesso de células sanguineas (MALLAT, 1985). Essa alteragéo
também é muito comum quando o peixe esta exposto a algum xenobidtico. Assim
como neste estudo, Santos et al. (2015) também verificaram estase nas branquias

de pacu apo0s a exposi¢cao ao herbicida atrazina na agua.

O edema subepitelial ocorre devido a acédo de agrotoxicos como fipronil. Os
agrotoxicos causam a perda da adesdo entre a célula epitelial e o sistema
subjacente de células pilares acompanhado por um colapso na integridade
estrutural das lamelas secundéarias (KATULI et al.,, 2014). Além disso, essa

desorganizagdo da estrutura branquial faz com que a eficiéncia de absorcdo de
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oxigénio seja comprometida pelo aumento da espessura do tecido de difusao
lamelar (FANTA et al., 2003).

As alteracbes que ocorreram nas branquias do pacu ap6s 24 horas de
exposicao ao fipronil se enquadram nas lesdes de primeiro e de segundo estagio

propostas por Poleksic e Mitrovic-Tutundzic (1994) (Tabela 8).

Nestes estagios, as alteracfes sao reversiveis contanto que as condi¢cdes
ambientais do meio em que o animal esta sejam melhoradas. O valor médio do IAH
para as branquias dos peixes pacu expostos a 0,64 mg.L* de fipronil por 24 horas
foi 23, que classifica as lesdes como uma modificacdo moderada para severa do
tecido.

Tabela 8. Alteracdes histolégicas nas branquias de pacu e estagios de dano apos 24
horas de exposi¢éo aguda ao fipronil.

ALTERACOES HISTOLOGICAS BRANQUIAIS ESTAGIO

= Hiperplasia do epitélio lamelar I

= Desarranjo lamelar I

= Estase Il

* Ruptura e edema subepitelial Il

=  Aneurisma lamelar |

As alteracBGes encontradas nas branquias dos animais sobreviventes a maior
concentracgdo de fipronil testada (0,64 mg.L™?), no final do periodo de recuperacéo,
podem ser consideradas como respostas adaptativas do individuo, pois a lesao
causou espessamento do tecido lamelar e aumento da distancia entre 0 meio
externo e o sangue dos peixes, 0 que se tornou uma barreira protetora (SEPICI-
DINCEL et al., 2009).

De acordo com Reimshuessel (2001) e Gernhofer et al. (2001), a
regeneracao das ceélulas e da estrutura dos tecidos inicia-se em aproximadamente
duas semanas apo0s a exposi¢cdo ao contaminante, sendo que este tempo varia de

acordo com o estagio das alteracdes.
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Os estudos de recuperacao apos intoxicacao por inseticidas ainda séo pouco
realizados. Neste estudo, 30 dias de recuperacdo foi um periodo satisfatorio para
a regeneracdo dos tecidos lesionados pelo fipronil na ocorréncia de uma
contaminacéo das aguas com concentracdes de até 0,61 mg.L?. Além disso, é um
periodo de tempo nao tdo longo para que o produtor mantenha o lote de peixes em
sua piscicultura sem a necessidade de descarte dos animais.

No caso de uma contaminagdo com uma concentracdo igual ou maior que
0,64 mg.L* de fipronil, a qual causaria uma perda de aproximadamente 70% do
lote, 30 dias n&o sao suficientes para que 0S peixes estejam totalmente
recuperados com relacdo as alteragdes nas branquias.

5.2.1.1.2. Figado

Apo6s a exposicao inicial de 24 horas, o figado dos peixes do controle
apresentaram as caracteristicas normais deste 6rgdo, bem como dos animais
sobreviventes as concentracdes 0,56; 0,59 e 0,61 mg.L* de fipronil (Figura 10 A, B

e C). Foi observado somente congestédo da veia central no tecido hepatico.

A congestao da veia central pode indicar um aumento do fluxo sanguineo do
figado, que pode ser uma estratégia de eliminacdo dos residuos produzidos por

este 6rgdo para posterior excrecao renal ou branquial (VENTURINI, 2010).

No figado dos animais sobreviventes a concentracdo de 0,64 mg.L! de
fipronil, foram observadas algumas alteracdes nos hepatdcitos como o nucleo
excéntrico da célula, deformacéo do contorno celular e vacuolizacdo citoplasmatica
(Figura 10 D).

O nucleo excéntrico do hepatdcito ocorre devido ao aumento no nimero de
organelas responsaveis por metabolizar o xenobidtico (SIMONATO et al., 2007).
Outro motivo € a alta taxa de mitose que o tecido hepatico possui no processo de
regeneracao. Portanto quando € observado células sem o contorno celular e nucleo

deslocado podemos considerar a mitose celular como causa.
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Figura 10. Fotomicrografia de cortes transversais de figado de pacu apds exposi¢do aguda
ao fipronil. Coloragdo HE. Aumento de 40x. A) Pacu do controle, hepatdcitos
normais. B) Congestdo da veia central de pacu sobrevivente a 0,59 mg.L* de
fipronil. C) Hepatécitos de pacu sobrevivente a 0,61 mg.L?. D) Nicleo
excéntrico da célula (seta pequena) e vacuolizagdo citoplasmatica (seta) em
pacu sobrevivente a 0,64 mg.L™. Barra: 50um.

O mesmo ocorreu em outros estudos como, por exemplo, para o pacu na
exposicao ao glifosato (SHIOGIRI et al., 2012) e no tratamento com florfenicol
contra a infec¢ao bacteriana por Aeromonas hydrophila (CARRASCHI et al., 2011).

Nas amostras coletadas no 15° dia de recuperacao, no figado dos peixes
foram observadas as mesmas alteracbes, porém com menor frequéncia. Nas
amostras do 30° dia (final) ndo foram observadas alteracbes e as células
apresentaram as mesmas estruturas observadas no figado dos animais do controle.

Portanto, foram restauradas no periodo de 30 dias recuperacéo.

As alteracdes que ocorreram no figado do pacu ap6s 24 horas de exposicdo
ao fipronil se enquadram nas lesdes de primeiro e de segundo estagio propostas
por Poleksic e Mitrovic-Tutundzic (1994) (Tabela 9).
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Tabela 9. Alteracdes histoldgicas no figado de pacu e estagios de dano apds 24 horas de
exposicao aguda ao fipronil.

ALTERACOES HISTOLOGICAS HEPATICAS ESTAGIO

1. Alteracado nos hepatocitos

= Nducleo excéntrico I

= Deformacédo do contorno celular I

= Vacuolizagao citoplasmatica Il

O valor médio do IAH para o figado do pacu expostos a 0,64 mg.L* de fipronil
por 24 horas foi 12, que classifica as lesbes como uma danificacdo leve para

moderada do tecido.

As alteracdes histotologicas no figado sdo caracterizadas como leves
quando comparadas ao jundid (Rhamdia quelen) exposto ao inseticida do grupo
dos fosforados parathion metilico na concentracdo de 0,01 mL.L por 4 horas. No
figado destes peixes foi observada a perda do contorno celular e nucleo picnético
(alteracBes necroticas) e apos 48 e 72 horas ocorrem focos de necrose (MELO et
al., 2008).

No figado de jundids expostos a 25 mg.L? do inseticida diflubenzuron
durante 96 horas também ocorrem lesées como o aumento do nucleo e do volume
celular, degeneracdo citoplasmatica e nuclear, e vacuolizacdo (MADUENHO e
MARTINEZ, 2008).

O figado é considerado o 6rgdo mais importante na desintoxicacdo de
xenobidticos, pois o tamanho dos hepatdcitos reflete o estado funcional, a
hipertrofia pode ser considerada uma resposta ao estresse que ndo compromete
as funcdes normais do 6rgéo (TAKASHIMA e HIBIYA, 1995).

Portanto, em 30 dias apds a exposicdo aguda de até 0,64 mg.L* de fipronil

ocorre a recuperacao e regeneracao satisfatéria das células hepaticas de pacu.
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5.2.1.1.3. Rim

ApOs 24 horas de exposicdo (1° dia), os rins dos animais sobreviventes as
concentracdes de 0,56 e 0,59 mg.L* de fipronil nas aguas estavam normais (Figura
11 A e B). Nos animais sobreviventes as de 0,61 e 0,64 mg.L* de fipronil foram
observadas alteracdes nos rins como: aumento do espaco de Bowman,
vacuolizacdo celular, oclusdo da luz tubular e rompimento celular (Figura 11 C e
D).

Nos animais coletados no 15° dia de recuperacdo foram observadas as
mesmas alteracdes iniciais nos rins dos peixes, mas com menor frequéncia. Nos
rins dos peixes aos 30° dia (final) foram observadas somente alteracdes leves nos
animais sobreviventes a concentragdo de 0,64 mg.L? de fipronil como alguns

pontos de vacuolizacao celular.

O rim é o 6rgdo responsavel por excretar os metabolitos do figado e,
portanto, é considerado um bom indicador de contaminacao por agrotoxicos (XING
et al., 2012).

O aumento do espaco de Bowman ocorre para melhorar a eliminacdo da
substancia téxica, no caso o fipronil. Esta alteracdo também foi observada em
outros estudos como para a espécie Leporinus macrocephalus exposta ao glifosato
(ALBINATI et al., 2009) e para a espécie Carassius auratus exposta ao chumbo
(KHAN et al., 2014).

A oclusédo da luz tubular ou edema do epitélio e a vacuolizacdo celular podem
ocorrer pelo acumulo de materiais no limen e pela expansao das células epiteliais,
que dificulta o fluxo do filtrado, reabsorcédo e secrecao no tubulo (TAKASHIMA e
HIBIYA, 1995).

Estudos com outras espécies expostas a contaminantes também resultaram
nestas alteracdes, como para espécie Labeo rohita exposta ao fenol (BUTCHIRAM

et al., 2013) e Poecilia sp. em esgostos domésticos tratados (SANTOS et al., 2015).
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Figura 11. Fotomicrografia de cortes transversais de rim de pacu apos exposi¢cdo aguda
ao fipronil. Coloracdo HE. Aumento 40x. A e B) peixe do controle (A) e
sobrevivente a 0,59 mg.L* de fipronil, tGbulo distal (TD); tbulo proximal (TP);
glomérulo (GI). C e D) Pacu sobrevivente a 0,64 mg.L; aumento do espaco
de Bowman (seta), rompimento (*) e vacuolizacdo celular (**) e ocluséo do
tubulo (OC). Barra: 50 pm.

As alteracBes que ocorreram nos rins do pacu apés 24 horas de exposicao
ao fipronil se enquadram nas lesdes de primeiro e de segundo estagio propostas
por Poleksic e Mitrovic-Tutundzic (1994) (Tabela 10).

O valor médio do IAH para o figado dos peixes pacu coletados apds 24 horas
de exposicdo as concentracdes de 0,61 e 0,64 mg.L? de fipronil foi 13; que

classifica as alteragbes como modificagdo entre leve a moderada do tecido.

O periodo de 30 dias de recuperagdo da exposi¢cdo aguda ao fipronil é
suficiente para a regeneracdo das células dos rins de pacu na ocorréncia de uma
contaminacédo do tanque de criacdo com concentracdes de até 0,61 mg.L* nas
aguas, que causariam aproximadamente 50% de mortalidade dos animais do lote.
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Tabela 10. Alteracdes histolégicas nos rins de pacu e estagios de dano apds 24 horas de
exposicao aguda ao fipronil.

ALTERACOES HISTOLOGICAS RENAIS ESTAGIO

1. Alteracdes tubulares

= Vacuolizagao celular I

= Rompimento celular I

=  Qclusao da luz tubular [

2. Alteragdes glomerulares

= Aumento do espaco de Bowman I

No entanto, na ocorréncia de uma contaminagcdo com uma concentracao
igual ou maior que 0,64 mg.L* de fipronil, 30 dias ndo sdo suficientes para que o0s
rins estejam totalmente regenerados dos peixes sobreviventes a mortalidades

superiores a 75%.

5.2.1.2. Atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE)

5.2.1.2.1. Cérebro dos peixes pacu

A atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) cerebral do pacu foi
reduzida significativamente na comparagao entre os animais do tratamento controle
e dos tratamentos com as concentracdes de fipronil, avaliada nas coletas até os 30

dias de recuperacdo.

Na avaliacdo de 24 horas ap0s a exposi¢cdo aguda dos peixes ao inseticida
fipronil, todas as concentracdes avaliadas causaram inibicées significativas da

atividade da enzima AChE.

As inibicdes da AChE variaram entre 70% (0,56 mg.L™!) e 73% (0,64 mg.L ™),
pois os valores obtidos dos animais ap0s 24 horas de exposi¢ao ao fipronil foram
significativamente inferiores as atividades da enzima AChE no cérebro dos animais

do controle (Tabela 11).
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O coeficiente de variagao alto obtido se justifica pelo fato de que a diferenca
entre os valores de AChE dos animais do controle sdo muito altos em relagcéo aos
valores de AChE dos peixes expostos as concentracdes de fipronil durante 24

horas.

O intervalo de concentracdes de fipronil avaliado causou porcentagens de
inibicdo da atividade da enzima AChE cerebral similares, portanto concentracbes
de 0,56 a 0,64 mg.L* de fipronil (mortalidade > 12,5%) causara danos ao sistema

nervoso no pacu em caso de contaminacdo da dgua com este inseticida.

Os valores de atividade enzimética da AChE obtidos foram muito menores
em comparagdo com os valores obtidos no estudo de Ramsdorf (2011) para a
espécie jundia (Rhamdia quelen) em ensaios também com o inseticida fipronil.

Tabela 11. Valores médios da atividade da AChE (mmol/mg ptn/min) e desvio padréao (DP)
no cérebro de pacu nas trés coletas realizadas durante o periodo de

recuperacao.
Concentragao 24 horas 15 dias 30 dias
(mg.L?) Média DP Média DP Média DP
Controle 96,82 aA 12,54 93,44 aA 10,22 92,51 aA 11,55
0,56 28,13 bA 3,87 77,07 aB 6,25 85,86 aB 7,14
0,59 28,09 bA 4,23 77,12 aB 5,12 73,08 aB 6,11
0,61 28,52 bA 3,08 71,91 aB 6,32 62,28 aB 5,63
0,64 25,47 bA 3,98 43,76 bA 5,57 41,92 bA 5,19
F Concentracdes = 4,19** F Coletas = 5,05** F Concentracdes x Coletas = 0,63*
CV% = 80,62

Médias seguidas de letras iguais minUsculas nas colunas e mailsculas nas linhas nao
diferem estatisticamente entre si. *, ** e ns: Significativo a 1 e 5% de probabilidade e ndo
significativo.

Na avaliacdo realizada apés 15 dias de recuperacdo dos animais em agua
livre de contaminantes, ocorreu recuperacao da atividade da enzima AChE nos
peixes que foram expostos a todas as concentragcdes avaliadas, porém com menor

intensidade para a maior concentracdo avaliada (0,64 mg.L?). A inibicdo da
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atividade da enzima AChE variou de 17% nos peixes expostos a 0,56 mg.L? para
53% nos que foram expostos a 0,64 mg.L™.

Portanto, em 15 dias a recuperacédo da atividade da AChE cerebral € mais
baixa nos peixes pacu sobreviventes a intoxicacdo com concentracdes maiores ou

iguais a 0,64 mg.L* de fipronil, correspondente a 65% de mortalidade do lote.

Na avaliacdo feita apdés 30 dias de recuperacdo, os animais que foram
expostos a 0,56 mg.Lt de fipronil apresentaram recuperacdo quase total da
atividade da enzima AChE cerebral, sendo somente 7% de inibicdo em relacdo aos

animais do tratamento controle.

Os animais expostos a 0,59 e 0,61 mg.L! permaneceram com porcentagens
de inibicdo da AChE cerebral préximas as observadas na avaliacdo de 15 dias de
recuperacdo, ou seja, ndo houve recuperacdo no mesmo nivel observado na
concentragdo de 0,56 mg.Lt. O mesmo ocorreu com 0s animais expostos a 0,64
mg.L* de fipronil, sendo a porcentagem de inibicdo de 54%.

Portanto, a atividade da enzima AChE no cérebro do pacu pode ser
recuperada com no minimo 30 dias em &agua livre de contaminantes no caso de

uma intoxicacéo de até 0,56 mg.L™* de fipronil por 24 horas (Figura 12).

Em agua com concentracdes de fipronil acima deste valor, a contaminacgéo
pode causar inibicdo mais acentuada e a recuperacao dos peixes nao é satisfatoria

até os 30 dias ap0s exposicao aguda ao fipronil.

O fipronil causou, nos peixes do presente estudo, severa inibicdo da AChE
cerebral, enquanto que para o jundia o fipronil causa aumento da AChE no cérebro.
Os valores para as concentragdes de 0,05; 0,10 e 0,23 ug.L ! testadas para o jundia
foram, em média, de 159,6 + 5,22; 146,1 + 6,52 e 194,3 + 10,14 nmol.min"t.mg prot.
! respectivamente (RAMSDORF, 2011).

MODESTO e MARTINEZ (2010) verificaram a inibicdo em 70% da atividade
da enzima AChE cerebral Prochilodus lineatus exposta ao Roundup® por 24 e 96
horas. DEMBELE et al. (2000) também constataram 70% de inibicdo da atividade
da AChE no cérebro em Cyprinus carpio por inseticidas organofosfatos e

carbamatos ap0s 96 horas de exposicédo na agua.
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O inseticida endosulfan também causa inibicdo significativa da AChE no
cérebro de Lepomis macrochirus apés exposicdo de 1,2 pg.L*! durante uma
semana (DUTTA e ARENDS, 2003). Em piavas (Leporinus obtusidens), os
herbicidas clomazone e quinclorac (0,5 mg.Lt), em formulacdes comerciais,
inibiram a AChE cerebral apos 30 dias de exposi¢cao (MORAES et al., 2007).

A recuperacao da AChE cerebral pode ndo ocorrer dependendo da espécie,
produto e tempo de exposicao e tempo de recuperacao. No caso da espécie piava
(Leporinus obtudidens), exposta ao herbicida clomazone por 96 horas na
concentracdo utilizada de 0,5 mg.L%, ocorre inibicdo de 83% da AChE cerebral.
Apbs o periodo de recuperacao de oito dias em agua livre de contaminantes, ndo

ocorre recuperacao desta enzima (MIRON, 2009).

5.2.1.2.2. Musculo dos peixes pacu

Os valores da atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) muscular para
0 pacu nao diferem estatisticamente entre os peixes do tratamento controle e os
que foram expostos as concentracdes de fipronil, e nem entre as coletas durante a

recuperacdo dos animais.

No entanto, pode se observar uma diminuicdo da quantidade de enzima
AChE no mdusculo dos animais expostos as concentracfes avaliadas em

comparacao com os valores do controle apds 24 horas de exposi¢éo ao fipronil.

ApOs 24 horas de exposicdo ao inseticida fipronil ocorreu inibicdo entre 25%
(0,56 mg.LY) e 36% (0,64 mg.L!) da atividade da enzima AChE muscular. O
intervalo de concentragdes avaliado resultou em porcentagens de inibicdo similares
e os valores de desvio padrdo estdo adequados com relagéo aos altos valores de
enzima obtidos. (Tabela 12).

O coeficiente de variagdo da AChE muscular obtido é menor que o obtido

nos valores de AChE cerebral, pois ocorreu inibicdo desta enzima em menor grau.
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Tabela 12. Valores médios da atividade da AChE (mmol/mg ptn/min) e desvio padréo (DP)
no musculo de pacu nas trés coletas realizadas durante o periodo de

recuperacao.
Concentragao 24 horas 15 dias 30 dias
(mg.L?) Média DP Média DP Média DP
Controle 184,19 22,14 189,16 24,52 186,38 23,22
0,56 137,17 16,87 188,68 21,56 186,52 21,54
0,59 129,54 14,23 188,77 19,85 186,30 22,11
0,61 127,26 15,52 187,80 20,25 185,42 22,59
0,64 116,86 13,62 174,06 20,09 177,87 22,87
F Concentragdes = 0,28™ F Coletas = 2,61™ F Concentragdes x Coletas = 0,14"
CV% = 19,75

Médias seguidas de letras iguais minusculas nas colunas e mailusculas nas linhas ndo
diferem estatisticamente entre si. *, ** e ns: Significativo a 1 e 5% de probabilidade e ndo
significativo.

Os valores de atividade enzimatica da AChE para o pacu foram similares aos
valores obtidos no estudo de Ramsdorf (2011), em ensaios também com o
inseticida fipronil. Assim como nestes resultados, a analise da atividade da AChE
no musculo de jundia (Rhamdia quelen) também nao diferiu da dos peixes do grupo

controle em relacdo aos grupos expostos as concentracdes de fipronil.

A atividade da acetilcolinesterase média do grupo controle foi 241,3 + 24,92
nmol.min"t.mg prot.l. Nas concentracdes avaliadas de 0,05; 0,10 e 0,23 ug.L* os
valores da atividade enzimética foram 192,2 + 14,19; 202,3 + 18,05 e 192,3+ 12,13
nmol.min-t.mg prot-1, respectivamente (RAMSDORF,2011).

Com 15 dias de recuperacdo dos animais em &gua limpa, 0s peixes,
expostos a todas as concentragdes de fipronil avaliadas, tiveram a atividade da
enzima AChE muscular totalmente recuperada, exceto em 0,64 mg.L? que ainda

resultou em 7% de inibigéo.

Aos 30 dias de recuperacao, os resultados séao similares aos dos 15 dias. Os
peixes expostos a todas as concentracbes de fipronil avaliadas tiveram
recuperacéo total da atividade da enzima AChE, exceto em 0,64 mg.L™! que ainda

resultou em 4% de inibigéo.
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No caso de uma intoxicacdo de até 0,64 mg.L' de fipronil (70% de
mortalidade) a recuperacdo da atividade da enzima AChE no musculo do pacu

ocorre em, no minimo, 15 dias em agua limpa.

Além do inseticida fipronil, outras moléculas causam a inibicdo da enzima
AChE muscular. Em Prochilodus lineatus, a atividade da enzima AChE muscular
diminui quando esta espécie é exposta ao Roundup® por exposicdo aguda de 24
horas e de 96 horas (MODESTO e MARTINEZ, 2010).

No presente estudo a recuperacdo da AChE no musculo foi evidente, assim
como em estudos com outras espécies. A espécie Channa striata exposta ao
diazinon (0,13 mg.L™') em aplicacdo na lavoura de arroz apresenta reducgdo da
atividade da AchE de 30% no musculo e 21 dias ap6s a aplicacéo esta taxa diminuiu

para 9%, ou seja, ocorre uma recuperacao de 70% desta perda (CONG et al. 2008).

O processo de recuperacdo da AChE pode ser mais acentuado em um
determinado 6rgéo do que em outro. A espécie Ctenopharyngodon idellus exposta
a 2,41 pg.L'' do inseticida organofosforado chlorpyrifos (CPF) apresentou
recuperacao de 99,54% da atividade da AChE no figado ap6s 60 dias em agua livre
de contaminantes (JINDAL e KAUR, 2014).

No entanto, a recuperagdo pode ndo ocorrer como no caso da espécie piava
(Leporinus obtudidens), exposta ao herbicida clomazone por 96 horas na
concentracgédo utilizada em lavoura de arroz (0,5 mg.L) e submetida a recuperacéo
de oito dias em agua livre de contaminantes. Esta espécie apresenta inibicdo da
AChE muscular (89%) e a inibicdo permanece mesmo apds oito dias em agua limpa

sem indicios de recuperacédo (MIRON, 2009).

5.2.1.3. Limite de aceitabilidade de inibicdo da AChE para o pacu

A andlise conjunta dos parametros de mortalidade, peso corpoéreo,
alteracdes histologicas e recuperacao define um limite de aceitabilidade de inibicdo

da enzima AChE cerebral para o pacu e para a tilapia.

Portanto, a partir dos resultados ja descritos, o limite de aceitabilidade de

inibicdo da AChE no cérebro do pacu é de 70% e no musculo é de 30% no caso de
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contaminacédo da agua com fipronil em concentracGes de até 0,61 mg.L?, que
causam até 50% de mortalidade (Figura 12 e 13).

B 24 horas M 15dias ™ 30dias
75 70,94 A 70,99 A 70,54 A

73,69 A

60 Limite de
aceitabilidade de
45 inibicdo da AChE

30

15

% inibicao da enzima AChE

0,00 0,56 0,59 0,61 0,64
Concentragao (mg.L?)

Figura 12. Inibicdo da enzima AChE no cérebro de pacu nas trés coletas realizadas.
Médias de porcentagens de inibicdo da AChE em cada concentragdo durante
0 periodo de recuperacdo seguidas de mesmas letras nao diferem
significativamente entre si.

M 24 horas M 15dias ™ 30 dias

w 40 36,55 A
s
QO 35
< 20 29,67 A 30,91 A
(5°]
g 75 Limite de 2553 A
E aceitabilidade de
g 20 inibicdo da AChE
T 15
18 10 98 A
= c ,25 A 21A 72 A 4, 57 A
K= 0,00 A 0,52 A
R l l 004A | | 0
X
()
0,0 0,56 0,59 0,61 0,64

Concentragdo (mg.L?)

Figura 13. Inibicdo da enzima AChE no musculo de pacu nas trés coletas realizadas.
Médias de porcentagens de inibicAo da AChE em cada concentragdo durante
0 periodo de recuperacdo seguidas de mesmas letras nao diferem
significativamente entre si.
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Este limite de aceitabilidade da AChE deve ser respeitado com relagdo a
espécie pacu e ao agrotoxico ao qual foi exposta, no caso o fipronil, pois outros
produtos podem interferir de maneira diferente ha AChE no cérebro do pacu.
Destaca-se que este limite também precisa ser definido para outras espécies para
que possa servir de base no aproveitamento de peixes sobreviventes a intoxicacdes

com agrotéxicos.

5.2.1.4. Andlise da qualidade de 4gua

A partir do primeiro dia de recuperacdo em que as variaveis de qualidade de
agua foram mensuradas, pode-se observar que ndo ocorreram grandes variacdes

nos parametros avaliados (Tabela 13).

Tabela 13. Média dos valores das variaveis de qualidade da &gua durante o ensaio de
recuperacdo dos peixes da espécie pacu aos 1, 15, 21 e 30 dias apos a
transferéncia dos sobreviventes as concentragfes de fipronil.

Concentragao Temperatura Desvio pH Desvio
(mg.L?) id | 15d | 21d | 30d Padrdo 1d |15d|21d | 30d | Padrdo
Controle 26,61 | 26,58 | 26,73 | 26,34 0,163 7,32 | 7,93|8,26|8,21 0,432

0,56 26,82 | 26,47 | 26,74 | 26,95 0,204 7,96 |8,07|8,12|8,08 0,068
0,59 26,58 | 26,84 | 26,71 | 26,16 0,295 7,79 |8,01|7,54|7,97 0,214
0,61 26,26 | 26,29 | 26,70 | 26,20 0,228 7,97 |7,97|7,66|7,78 0,152
0,64 26,30 | 26,35 | 26,88 | 26,53 0,262 7,99 |7,89|7,97|7,84 0,070

Concentragao Condutividade elétrica Desvio Oxigénio dissolvido Desvio
(mg.L?) 1d | 15d | 21d | 30d Padrio 1d |15d|21d |30d | Padrao
Controle 0,284 10,291 {0,271 | 0,283 0,008 5,87 |5,21|5,36|5,29 0,298

0,56 0,275]0,280| 0,288 | 0,281 0,005 5,47 |5,89|5,07|5,54 0,335
0,59 0,265 (0,287 {0,295 | 0,281 0,013 5,99 |5,90|5,07]|5,39 0,435
0,61 0,268 10,277 | 0,284 | 0,296 0,012 5,98 |5,11|5,22|5,65 0,401
0,64 0,274 10,282 {0,295 0,291 0,009 5,70 | 5,08 5,18 |5,16 0,283

No primeiro dia (24 horas depois da diluigdo de fipronil, a temperatura média
variou de 26,61 no controle para 26,30 na maior concentracdo avaliada (0,64 mg.L"
1); a condutividade elétrica variou de 0,284 para 0,274 uS.cm? na maior

56

Caunesp



Doutoranda Naiara Fernanda Ignacio Orientador — Prof. Dr. Joaquim Gongalves Machado Neto

concentracéo; o pH variou de 7.32 para 7,99 na maior concentracéo e 0 oxigénio
dissolvido variou de 5,87 para 5,70 mg.L* na maior concentracao.

Nas avaliacoes feitas apos 15, 21 e 30 dias, as variaveis de qualidade de
agua mantiveram-se similares ao que foi obtido em 24 horas, com pequenas

variacoes.

Portanto, assim como nos ensaios em laboratorio, o fipronil ndo causou
alteracdo na temperatura, pH, condutividade elétrica e oxigénio dissolvido na agua

durante a recuperacéo do pacu.

5.2.2. Oreochromus niloticus (Tilapia)

A aplicacdo do fipronil nas concentra¢gdes definidas nos ensaios definitivos
no laboratério para a tilapia (0,09; 0,11; 0,15 e 0,20 mg.L?) foi realizada pela
manhd. No controle, ndo ocorreram mortes, pois a agua estava livre de

contaminantes.

No tanque em que foi aplicada a menor concentracdo de fipronil avaliada
(0,09 mg L) ocorreu 8% de mortalidade; em 0,11 mg.L?, 27%; em 0,15 mg.L?,
52% e em 0,20 mg.L?, 73% de mortalidade (Tabela 14).

Tabela 14. Mortalidade dos peixes tilapia apds 24 horas de exposic¢ao ao fipronil.

Concentragao (mg.L?) N.I. Mortos % de Mortalidade
Controle 100 0 0,0
0,09 100 8 8,0
0,11 200 54 27,0
0,15 200 104 52,0
0,20 300 219 73,0

N.l. = Namero inicial de peixes da espécie tilapia.

Logo apos a aplicagéo de fipronil nos mesocosmos, foram observados sinais

de intoxicacdo nos peixes. Estes sinais apareceram mais rapido para a tilapia do
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que para o pacu. Portanto, a tilapia € mais sensivel as concentracfes de fipronil
testadas.

N&do foram observados sinais de intoxicacdo nos animais do controle.
Apenas 15 minutos depois da aplicacdo de fipronil foi observado lentidéao,
espasmos musculares, perda da capacidade de arfagem e mudanca na coloracao
nos animais expostos as concentracées de 0,11; 0,15 e 0,20 mg.L* nas aguas
(Figura 14 A). Em todas as concentracfes avaliadas foram observados estes

mesmos sinais de intoxicacdo apos seis horas de exposicao.

Os animais expostos a 0,09 e 0,11 mg.L! de fipronil apresentaram
diminuicdo do batimento opercular, enquanto que em 0,15 e 0,20 mg.L?
apresentaram aumento do batimento opercular, porém permaneceram imoveis no
fundo do tanque (Figura 14 B). Estes sinais permaneceram até o momento de
transferéncia dos peixes para os tanques de recuperacdo apdés 24 horas de
aplicacao do fipronil.

A natacao é essencial para a biologia dos peixes, sendo que este movimento
aumenta a passagem de agua pelas branquias e aumenta as trocas gasosas do
animal. Reducdo da natacdo ou imobilidade do peixe causadas pela exposicéo a

agentes téxicos diminui o contato da agua com as branquias e, consequentemente,

a entrada destes agentes toxicos na corrente sanguinea.

Figura 14. Observacao dos sinais de intoxicacdo e comportamento do peixe tilapia apos
administracdo do fipronil. A) Perda da capacidade de arfagem (seta) e
mortalidade (seta). B) Permanéncia dos animais no fundo da caixa. C)
Comportamento e alimentagcdo normal dos peixes.
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Em comparagdo com os resultados do pacu, os mesmos sinais de
intoxicagé@o foram observados, exceto esta imobilidade observada nas tilapias nas

maiores concentracdes de fipronil avaliadas.

No entanto, as concentracdes utilizadas nos ensaios de recuperacdo com a
tilapia sdo mais baixas que as concentracfes utilizadas nos ensaios com pacu, 0

que indica que a tilapia € uma espécie mais sensivel a este inseticida que o pacu.

Apoés a transferéncia dos animais para os tanques de recuperacao, ainda
ocorreu mortalidade de alguns peixes em todas as concentracfes avaliadas, exceto

no controle. A porcentagem total de mortalidade foi contabilizada (Tabela 15).

No primeiro dia de recuperacdo, assim como durante a exposi¢cdo, 0S
animais permaneceram com um comportamento letargico. Os peixes expostos a

0,20 mg.L* estavam praticamente iméveis mesmo em agua livre de contaminantes.

A partir do segundo dia (48 horas), 0s peixes estavam com comportamento
mais ativo e alerta, além da busca por alimento no momento da alimentacdo. Em
72 horas, 0s animais que foram expostos ja estavam com comportamento normal

em comparagéo com os do tratamento controle, assim como ocorreu para o0 pacu.

Tabela 15. Valores de mortalidade dos peixes da espécie tilapia nos mesocosmos de

recuperacao.
Mortalidade %
Concentracdo (mg.L?) 48h 72h total Mortalidade
Controle 0 0 0 0,0
0,09 4 2 14 14,0
0,11 1 1 56 28,0
0,15 4 1 109 54,5
0,20 3 0 222 74,0

Com relacdo ao ganho e perda de peso durante o periodo de recuperacéo
das tilapias, os peixes se alimentaram normalmente a partir do terceiro dia em agua
limpa livre de contaminantes (Figura 14 C). N&o ocorreu diferenga significativa no

peso dos animais do controle em relacdo aos que foram expostos (Tabela 16).
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Tabela 16. Valores médios do peso corpéreo dos peixes tilapia e desvio padrao (DP) nas
trés coletas realizadas.

Peso (gramas) por coleta
Concentragao
24h 15 dias 30 dias
(mg.L?)
Média DP Média DP Média DP
Controle 8,12 1,23 9,54 1,88 10,69 1,05
0,09 7,58 1,69 8,45 1,72 9,81 1,39
011 7,89 1,75 8,66 1,68 9,38 1,96
0,15 8,36 1,12 9,13 1,84 9,97 1,54
0,20 8,41 1,41 9,78 1,87 9,82 1,09
F Concentragdes = 0,79™ F Coletas = 0,73" F Concent_lfgg;);nss x Coletas
CV% = 6,01

Médias seguidas de letras iguais minUsculas nas colunas e mailsculas nas linhas nao
diferem estatisticamente entre si. *, ** e ns: Significativo a 1 e 5% de probabilidade e ndo
significativo.

A andlise de ganho de peso dos peixes frente a uma intoxicacdo aguda com

fipronil é importante para o produtor, pois a grande preocupagdo em uma

piscicultura é a comercializacao do peixe.

Para a realizacdo da piscicultura, algumas condicdes basicas sao exigidas,
tais como: tanques e viveiros bem preparados; emprego de técnicas apropriadas
para os cativeiros; estradas adequadas; energia elétrica; e a existéncia de mercado

consumidor.

Portanto, se tudo estiver adequado, mesmo apds um acidente como uma
contaminacdo por fipronil, os animais sobreviventes poderdo permanecer em
recuperacao e as perdas econdmicas serdo menores, principalmente no caso da
tilapia.

Conforme ressalta Sperandio (2014), a tilapia € uma espécie precoce que
apresenta excelente desempenho em qualquer regime de criagdo. Em sistemas
extensivos alcanca produtividade de até 3.500 kg/ha/ano, em densidades entre
8.000 e 10.000 peixes/ha. Em regime semi-intensivo chega a produzir 15.000 kg de
pescado/ha/ano, em densidades de 20.000 a 30.000 peixes/ha.
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5.2.2.1. Andlise histologica

5.2.2.1.1. Branquias

Apbs a exposicao de 24 horas inicial (1° dia) das tilapias, nas branquias dos
animais do tratamento controle e dos animais sobreviventes a 0,09 mg.L* de fipronil

nao foram observadas alteracdes (Figura 15 A).

Figura 15. Fotomicrografia de cortes transversais das branquias de tilapia ap6s exposi¢ao
aguda ao fipronil. Coloragdo HE. Aumento 40x. A) Histoarquitetura das
branquias do peixe tilapia no controle, lamelas primarias (LP) e secundarias
(LS). B) LS com desarranjo de tilapia sobrevivente a 0,11 mg.L* de fipronil. C)
Hiperplasia do epitélio lamelar (seta) no peixe sobrevivente a 0,15 mg.L™. D)
Edema subepitelial (seta) no peixe sobrevivente a 0,20 mg.L?. Barra: 50 pm.

Nas branquias dos peixes sobreviventes as concentra¢des de 0,11 e 0,15
mg.L* de fipronil nas aguas foram observadas as seguintes alteracdes: hiperplasia
do epitélio interlamelar, perda da estrutura normal das lamelas secundarias (Figura
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15 B e C). Nas branquias dos animais expostos a 0,20 mg.L! foi observado um
grande edema subepitelial (Figura 15 D).

Nas amostras coletadas no 15° dia de recuperacao, as branquias dos peixes
apresentaram as mesmas alteracbes e com a mesma frequéncia na maior
concentracdo avaliada (0,20 mg.L!) e as mesmas alteracbes mas com menor

frequéncia nas amostras dos sobreviventes a 0,11 e 0,15 mg.L"* de fipronil.

Nas amostras do 30° dia (final) foram observadas as mesmas alteracdes nos
animais sobreviventes a 0,20 mg.L, com menor frequéncia, enquanto que nas
amostras dos animais sobreviventes as demais concentragdes foi observado que

as branquias foram restauradas a estrutura normal.

Assim como nos resultados das amostras de 24 horas, as branquias dos
animais expostos a 0,09 mg.L* de fipronil permaneceram sem alteracdes nas

avaliacdes do 15 e 30° dia de recuperacgéao.

Portanto, no caso de contaminacao do tanque de criacdo de tildpia com uma
concentragdo igual ou menor que 0,09 mg.L* de fipronil, ndo ocorrera danos nas
células das branquias dos animais expostos por um periodo igual ou inferior a 24

horas.

As alteracdes que ocorreram nas branquias de tilapia apés 24 horas de
exposicao ao fipronil se enquadram nas lesdes de primeiro e de segundo estagio

propostas por Poleksic e Mitrovic-Tutundzic (1994) (Tabela 17).

O valor médio do IAH para as branquias das tilapias expostas a 0,11; 0,15 e
0,20 mg.L* de fipronil por 24 horas foi 21, e classifica as lesGes como uma

danificacdo moderada para severa do tecido.

Assim como para o pacu, a maior concentracao de fipronil avaliada para a
tilapia (0,20 mg.L1) equivalente a mortalidade de aproximadamente 70% do lote
causou alteracdes branquiais mais acentuadas e incapazes de regeneracao em um

periodo de 30 dias.
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Tabela 17. Alteracbes histologicas nas branquias de tilapia e estagios de dano apos 24
horas de exposi¢éo aguda ao fipronil.

ALTERACOES HISTOLOGICAS BRANQUIAIS ESTAGIO

= Hiperplasia do epitélio lamelar Il

= Desarranjo lamelar I

* Ruptura e edema subepitelial Il

5.2.2.1.2. Figado

Na avaliacdo das amostras coletadas apds 24 horas de exposicao ao fipronil,
o figado dos peixes do tratamento controle, bem como dos sobreviventes as

concentracdes 0,09 e 0,11 mg.L* de fipronil estavam normais.

No figado dos animais sobreviventes a 0,15 mg.L™* de fipronil foi observado
nacleo excéntrico do hepatécito, deformacdo do contorno celular e inicio de

vacuolizacdo citoplasmatica (Figura 16 A).

No figado dos animais sobreviventes a 0,20 mg.L? de fipronil, foram

observadas as mesmas alteracdes, porém mais acentuadas (Figura 16 B).

Figura 16. Fotomicrografia de cortes transversais de figado de tilapia apds exposicéo
aguda ao fipronil. Coloracdo HE. Aumento 40x. A) Capilar sinuséide (seta
grande) e nucleo excéntrico do hepatécito em peixe sobrevivente & 0,15 mg.L"
! (seta pequena). B) Vacuolizacdo citoplasmatica (seta) em peixe sobrevivente
a 0,20 mg.Lt. Barra: 50 um.
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Na avaliacdo das amostras de figado em 15 dias de recuperacédo, foram
observadas as alteracdes descritas com menor frequéncia somente para 0S
animais sobreviventes a 0,20 mg.L* de fipronil. O figado dos peixes sobreviventes
as demais concentracfes avaliadas de fipronil estavam com composi¢cdo normal
em relacdo aos peixes do controle. Na avaliacdo de 30 dias de recuperacao, o
figado de todos os sobreviventes as concentracdes de fipronil avaliadas estavam

regenerados.

As alteracbes que ocorreram no figado de tilapia, apds 24 horas de
exposicdo ao fipronil, se enquadram nas lesdes de primeiro e de segundo estagio
propostas por Poleksic e Mitrovic-Tutundzic (1994) (Tabela 18).

O valor médio de IAH para o figado dos peixes pacu expostos a 0,15 e 0,20
mg.L? de fipronil por 24 horas foi 12, e classifica as lesdes como uma danificacédo

leve para moderada do tecido.

Portanto, 15 dias € um periodo suficiente para que os animais recuperem a
composicdo normal do figado se a contaminacdo com fipronil for de uma
concentragdo igual ou menor que 0,15 mg.Lt. Para uma contaminagdo com 0,20
mg.L* de fipronil ou mais, 30 dias séo suficientes para a recuperacgéo do figado das
tilapias.

Tabela 18. Alteracdes histolégicas no figado de tilapia e estagios de dano apés 24 horas
de exposicdo aguda ao fipronil.

ALTERACOES HISTOLOGICAS HEPATICAS ESTAGIO

1. Alteracdo nos hepatécitos

= Nducleo excéntrico I

= Deformacédo do contorno celular I

= Vacuolizagao citoplasmatica Il
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5.2.2.1.3. Rim

Nas amostras de rins dos peixes do controle e dos sobreviventes as
concentragées de 0,09; 0,11 e 0,15 mg.L™* de fipronil apdés 24 horas de exposicéo,

nao foram observas alteragbes com relacéo ao estado normal (Figura 17 A).

Figura 17. Fotomicrografia de cortes transversais de rim de tilapia apds exposicdo aguda
ao fipronil. Coloracdo HE. Aumento 40x. A) Sobrevivente a 0,15 mg.L™? de
fipronil, tabulo distal (TD); tabulo proximal (TP); glomérulo (Gl). B) Peixe
sobrevivente a 0,20 mg.L?, aumento do espaco de Bowman (seta),
rompimento (*) e vacuolizacdo celular (**). Barra: 50 pm.

Nos peixes sobreviventes a 0,20 mg.L* de fipronil foram observadas
alteracdes no figado como aumento do espaco de Bowman, vacuolizacdo e

rompimento celular (Figura 17 B).

Nas avaliacdes de 15 e 30 dias de recuperacao, nos rins dos sobreviventes
a 0,20 mg.L* de fipronil foram observadas modificacdes leves como alguns pontos

de vacuolizacao celular.

As alteracdes que ocorreram nos rins de tilapia se enquadram nas lesdes de
primeiro e de segundo estagio propostas por Poleksic e Mitrovic-Tutundzic (1994)
(Tabela 19).

O valor médio de IAH para os rins das tilapias coletados apods 24 horas de
exposicdo a 0,20 mg.L* de fipronil foi 12, que classifica as lesGes como uma
modificacdo leve para moderada do tecido.
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Tabela 19. Alteracdes histoldgicas nos rins de tilapia e estagios de dano apos 24 horas
exposicao aguda ao fipronil.

ALTERACOES HISTOLOGICAS RENAIS ESTAGIO

1. Alteracdes tubulares

= Vacuolizagao celular I

= Rompimento celular I

2. Alteracdes glomerulares

= Aumento do espaco de Bowman I

Portanto, como no caso das branquias, a maior concentracdo de fipronil
avaliada para a tilapia (0,20 mg.L™?) equivalente a mortalidade de aproximadamente
70% do lote causou alteragbes mais acentuadas nos rins e incapazes de
regeneracao em um periodo de 30 dias.

5.2.2.2. Atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE)

5.2.2.2.1. Cérebro dos peixes tilapia

Na analise da atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) cerebral para
a tilapia verifica-se que ocorreram diferencas significativas entre o tratamento
controle e os com as concentracdes de fipronil nas aguas avaliadas nas trés coletas

realizadas, porém nao ocorreu diferenca significativa entre as coletas (Tabela 20).

A atividade da AChE foi inibida em 70 e 72% no cérebro dos animais
expostos a 0,09 e 0,20 mg.L?, respectivamente, apés as 24 horas de exposicéo

aguda ao fipronil nas aguas.

O intervalo de concentracdes de fipronil avaliado causou porcentagens de
inibicdo da atividade da enzima AChE cerebral similares, sendo que concentracdes
de 0,09 a 0,20 mg.L* causardo danos ao sistema nervoso da tilapia em caso de

contaminagao com este inseticida.
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O coeficiente de variagdo da AChE do cérebro de tilapia alto obtido se
justifica pelo fato de que a diferenca entre os valores de AChE dos animais do
tratamento controle sdo muito altos em relacdo aos valores de AChE dos peixes

expostos as concentracdes de fipronil durante 24 horas.

Tabela 20. Valores médios da atividade da AChE (mmol/mg ptn/min) e desvio padrédo (DP) no
cérebro de tilapia nas trés coletas realizadas durante o periodo de recuperacéo.

Concentragao 24 horas 15 dias 30 dias
(mg.LY) Média DP Média DP Média DP
Controle 52,54 aA 7,56 49,40 aA 6,92 48,39 aA 7,04
0,09 15,60 bA 2,98 18,31 bA 3,44 16,76 bA 2,15
0,11 15,46 bA 2,71 19,69 bA 3,09 16,45 bA 3,32
0,15 15,54 bA 3,55 18,92 bA 3,88 20,46 bA 2,61
0,20 14,44 bA 2,26 16,05 bA 3,68 16,76 bA 2,79
F Concentragdes = 23,93* F Coletas = 0,10™ F Concentragdes x Coletas = 0,19"
CV%=71,43

Médias seguidas de letras iguais minUsculas nas colunas e mailsculas nas linhas nao
diferem estatisticamente entre si. *, ** e ns: Significativo a 1 e 5% de probabilidade e ndo
significativo.

Diferentemente do efeito do fipronil na atividade da AChE cerebral da tilapia,
em Astyanax sp (lambaris) a mesma ndo apresentou diferenca entre 0s grupos
controle e expostos a contaminacdo, em nenhuma das concentracfes
(RAMSDOREF, 2011). A atividade média no grupo controle foi 28,87 +2,26 nmol.min"
L. mg prot.t e nas concentracdes 0,05; 0,10 e 0,23 ug.L* de fipronil foi 31,30 + 3,44
35,80 £ 3,22 e 36,03 + 2,52 nmol.min-t.mg prot., respectivamente (RAMSDORF,
2011).

Apb6s 15 dias de recuperacdo dos peixes em agua livre de contaminantes,
apesar dos valores de AChE serem maiores, a atividade da enzima AChE
permaneceu com o mesmo grau de inibicdo observado na primeira coleta (24 horas

de exposicéo).
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A inibicéo foi de 62% nos animais expostos a 0,09 mg.L! e 67% nos animais
expostos a 0,20 mg.L, portanto os peixes néo tiveram recuperacdo na atividade

da enzima AChE apo6s 15 dias.

Na avaliacao realizada apds 30 dias de recuperacéo, foi observada a mesma
intensidade de inibicdo da atividade da enzima AChE que ocorreu na primeira e na
segunda coleta. A inibicdo foi de 65% nos peixes expostos a menor (0,09 mg.L ) e

a maior concentracéo (0,20 mg.L!) avaliada.

Com base nestes valores e no teste estatistico, é possivel afirmar que as
tilapias expostas as concentracdes de 0,09 a 0,20 mg.L* de fipronil por 24 horas
nao se recuperaram com relacdo a atividade da enzima AChE cerebral, e que 30

dias ndo séo suficientes para que esta enzima reestabeleca a atividade normal.

Os niveis da enzima AChE podem sofrer alteracdes devido aos fatores
naturais no meio ambiente. No estudo de Durieux et al. (2011), a AChE cerebral foi
medida em peixes da espécie Morone saxatilis durante as estacdes do ano. Os
autores verificaram também que o0 aumento da temperatura diminuiu a atividade da
AChE e que a salinidade das aguas e o tamanho dos peixes ndo afetam a atividade

da enzima. O efeito da temperatura ndo ocorreu nas tilapia em estudo.

De acordo com Gagné (2014), a mudanca na atividade da enzima AChE
pode causar alteracdes no comportamento e na atividade neuromuscular, sendo
considerada como um biomarcador de neurotoxicidade, o qual € muito utilizado em
estudos ecotoxicolégicos com organismos ndo-alvo, como peixes, expostos a

agrotoxicos.

Uma inibicdo de 20% na atividade da enzima AChE em peixes indica
exposicao a neurotdxicos, de 20-50% indica que ocorreu impactos subletais e
acima de 70% esta associada a mortalidade (AMIARD-TRIQUET; AMIARD;
MOUNEYRAC, 2015), como pode ser observado nas maiores concentracdes de

fipronil tanto para o pacu quanto para a tilapia.
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5.2.2.2.2. Masculo dos peixes tilapia

Na analise da atividade da enzima AChE muscular para a tilapia, é possivel
afirmar que n&o ocorreu diferenca estatistica entre os valores obtidos nos animais
do controle e nas concentracées avaliadas e nem entre as coletas durante a

recuperacédo dos animais (Tabela 21).

Na primeira coleta com 24 horas de exposi¢cao ao inseticida fipronil ocorreu
uma inibicdo de 23 (0,09 mg.L ) a 24% (0,20 mg.L!) da atividade da enzima AChE
muscular (Tabela 21). Apesar do intervalo de concentragdes causar porcentagens
de mortalidade crescentes, pode ser observado que 0 mesmo resultou em

porcentagens de inibicdo quase iguais.

Tabela 21. Valores médios da atividade da AChE (mmol/mg ptn/min) e desvio padrao (DP)
no muasculo de tilapia nas trés coletas realizadas durante o periodo de

recuperacao.
Concentragao 24 horas 15 dias 30 dias
(mg.L?) Média DP Média DP Média DP
Controle 70,66 12,32 61,49 10,15 61,17 11,20
0,09 54,26 9,62 52,06 7,06 51,76 8,77
0,11 54,68 8,71 52,00 8,58 50,17 7,45
0,15 54,77 9,33 50,96 6,55 50,42 7,98
0,20 53,02 9,78 49,97 7,18 50,62 7,80
F Concentragdes = 1,21* F Coletas = 0,43 F Concentracdes x Coletas = 0,53"
CV% = 15,23

Médias seguidas de letras iguais minusculas nas colunas e mailsculas nas linhas néao
diferem estatisticamente entre si. *, ** e ns: Significativo a 1 e 5% de probabilidade e ndo
significativo.

O coeficiente de variacdo da AChE do musculo de tilapia € menor que o
obtido nos valores de AChE do cérebro, pois ocorreu inibicdo desta enzima em

menor grau (Tabela 21).
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Pela comparacado dos valores da atividade da AChE no musculo da tilapia
(Tabela 21), verifica-se que foram similares aos observados em lambari (Astyanax

sp), inclusive o efeito do fipronil sobre a enzima (RAMSDORF, 2011).

Neste estudo de Ramsdorf (2011), ocorreu diferenca entre o grupo controle
(média de 45,14 + 4,01 nmol.mintmg prot.l) e 0s grupos expostos as
concentragbes 0,05; 0,10 e 0,23 ug.L?* de fipronil (18,97 + 1,29; 19,08 + 3,13 e
29,31 + 2,36 nmol.min-1.mg prot.-1, respectivamente). Portanto, houve uma
inibicdo da atividade da AChE no musculo nos grupos expostos (RAMSDORF,
2011).

Na avaliacdo de 15 dias de recuperacdo dos animais em &gua livre de
contaminantes, a atividade da enzima AChE muscular permaneceu com valores

préximos aos que foram observados com 24 horas de exposicao.

A menor concentracdo de fipronil avaliada (0,09 mg.L?) inibiu 15% da
atividade da enzima AChE muscular e a maior (0,20 mg.L™) inibiu 18%. Portanto,
nao ocorreu recuperacdo dos animais estatisticamente significativa em nenhuma

das concentracdes de fipronil avaliadas.

O mesmo comportamento ocorreu nos resultados das amostras apos 30 dias
de recuperacéo. A menor concentracao de fipronil avaliada (0,09 mg.L™t) inibiu 15%

da atividade da enzima AChE muscular e a maior (0,20 mg.L?) inibiu 17%.

E possivel afirmar que apesar de estas concentracdes de fipronil causarem
baixa inibicdo da atividade da enzima AChE muscular, sendo a maior inibicdo em
24 horas na maior concentracdo avaliada (24%), os peixes nao conseguem
recuperar e normalizar a AChE no musculo aos 30 dias de recuperacdo em agua
limpa apds a exposicédo aguda de 24 horas a concentracdes de até 0,20 mg.L de

fipronil nas aguas.

Outros agrotoxicos também causam inibicdo da enzima AChE muscular em
tilapia, como o trichlorfon, que causou a inibicdo a partir de uma Unica dosagem
(0,25 mg.L! = dose recomendada para tratamento de parasitos em peixes) durante
oito horas de exposicdo (GUIMARAES et al., 2007). Outro exemplo é o pesticida
organoflurine chamado etoxazole, que causou inibicdo de até 80% da atividade da
enzima AChE nas tilapias (SEVGILER et al., 2004).
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A atividade da enzima AChE pode variar de acordo com a espécie de peixe,
como pode ser observado na diferenca entre os valores obtidos para o pacu e para
a tilapia. Nos animais do tratamento controle, observa-se que a atividade da enzima

AChE naturalmente é menor nas tilapias que nos pacus.

A atividade normal da enzima AChE também varia entre outras espécies de
peixes. Chuiko (2000) cita que o nivel da atividade da enzima AChE de peixes da

familia Cyprinidae é maior que nos peixes das familias Percidae e Esocidae.

Os toxicantes nas aguas podem causar aumento ou reducdo na atividade a
AChE muscular. Reddy et al. (1993) verificaram aumento na atividade da AChE de
peixes da espécie Channa punctatus expostos a 6,6 mg.L* de fenol na gua por
15 dias.

Por outro lado, em matrinxa (B. amazonicus) o fenol, na concentragao de 2
mg.L?, causou inibicdo da atividade da AChE muscular depois de 96 horas de
exposicao. Entretanto, os peixes recuperaram a atividade da AChE depois de 14
dias em agua limpa (AVILEZ, 2008).

5.2.2.3. Limite de aceitabilidade de inibicdo da AChE para tilapia

O limite de aceitabilidade de inibicdo da AChE no cérebro definido para a
tilapia é de 70% e no musculo é de 22% no caso de contaminag¢édo com fipronil em
concentragdes de até 0,15 mg.L* de fipronil e que causem até 50% de mortalidade
(Figura 18 e 19).

Apesar do limite de aceitabilidade de inibicdo da atividade da AChE em
ambos os peixes ser de 70%, é possivel observar que no caso da tilapia a
concentracéo de fipronil necessaria para causar esta alta taxa de inibicdo da AChE
cerebral € menor (0,15 mg.L). Portanto, a enzima AChE no cérebro da tilapia é

mais sensivel a molécula de fipronil que no cérebro de pacu.
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Figura 18. Inibicdo da enzima AChE no cérebro de tildpia nas trés coletas realizadas.
Médias de porcentagens de inibicdo da AChE em cada concentragdo durante
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Figura 19. Inibicdo da enzima AChE no musculo de tilapia nas trés coletas realizadas.
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5.2.2.4. Andlise de qualidade de agua

Na avaliacdo da qualidade de agua a partir do primeiro dia de recuperacéo
dos peixes tilapia, assim como para o0 pacu, ndo ocorreram grandes variagdes nos

parametros avaliados no ensaio para tilapia (Tabela 22).

A temperatura média variou de 26,22 no controle para 26,63 na maior
concentragdo avaliada (0,20 mg.L1); a condutividade elétrica variou de 0,269 para
0,286 uS.cm™ na maior concentracdo; o pH variou de 7,87 para 7,70 na maior
concentragdo e o oxigénio dissolvido variou de 5,46 para 5,80 mg.L* na maior

concentragao.

Nas avaliacoes feitas apos 15, 21 e 30 dias, as variaveis de qualidade de
agua permaneceram com valores similares aos que foram obtidos em 24 horas,
com pequenas variagdes. Assim como nos ensaios em laboratorio e no ensaio de
recuperacao para o pacu, ndo ocorreu alteracdo na temperatura, pH, condutividade

elétrica e oxigénio dissolvido na agua durante a recuperacao da tilapia.

No estudo realizado por Ngim & Crosby (2001) com diferentes formulacdes
de fipronil avaliadas em condi¢fes de lavoura, a degradacgéo de fipronil resultou em
tempos de meia vida variavel de 10,5 a 125h (DT50 médio = 5,2 dias) em agua a
44,5 a 533 h (DT50 médio = 22 dias) no solo, indicando que a persisténcia de fipronil

variou de baixa a moderada.

Como o fluxo de agua foi continuo na recuperacao para as duas espécies e
nao foi colocado nenhum tipo de solo no fundo, os residuos de fipronil oriundos dos

animais provavelmente foram diluidos e/ou dissipados muito rapidamente.

Em temperaturas mais elevadas (27°C a 29°C), o crescimento destas
espécies € mais rapido, enquanto que temperaturas mais baixas tornam o
crescimento mais lento, sendo a faixa Otima em temperatura de 26 a 28 °C
(KUBITZA, 2000).

O valor de pH recomendado para um 6timo desenvolvimento da grande
maioria das espécies de peixes varia de 6,5 a 8,5. Valores inferiores a 6,5 ou
superiores a 8,5 causam problemas fisiologicos diversos tanto no crescimento

quanto na reproducdo. Com relacdo ao oxigénio dissolvido, os valores obtidos
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permaneceram dentro dos padrdes considerados bons para desenvolvimento das
espécies pacu e tilapia (acima de 4 mg.L') (ARANA, 1997). Portanto, 0s
parametros de qualidade de agua durante os ensaios favoreceram a recuperacao

dos peixes.

Tabela 22. Valores médios das variaveis de qualidade da agua durante o ensaio de
recuperacdo dos peixes da espécie tilapia aos 1, 15, 21 e 30 dias apds a
transferéncia dos sobreviventes as concentracdes de fipronil.

Concentragao Temperatura Desvio pH Desvio

(mg.L?) id | 15d | 21d | 30d Padrdo 1d |15d|21d | 30d | Padrao

Controle 26,22 | 26,22 | 26,06 | 25,97 0,124 7,87 17,43|7,81|7,92 0,223

0,09 26,44 | 26,16 | 26,38 | 25,72 0,327 7,67 |796(791|7,79| 0,130
0,11 26,22 | 26,46 | 26,35 | 26,49 0,123 7,75 |7,5117,43|7,70| 0,152
0,15 26,59 | 25,91 | 26,32 | 25,89 0,339 7,68 |7,621737|7,67| 0,146
0,20 26,63 | 26,67 | 26,21 | 26,17 0,267 7,70 |7,85|7,86|7,62 0,117
Concentracao Condutividade elétrica Desvio Oxigénio dissolvido Desvio
(mg.L?) 1d | 15d | 21d | 30d Padrio 1d |15d|21d | 30d | Padrido

Controle 0,269 0,291 (0,283 | 0,261 0,013 5,46 |5,40|5,55|5,60 0,090

0,09 0,287|0,292 (0,298 | 0,296 0,005 5,78 | 5,11|5,34 |5,76 0,328
0,11 0,277 0,287 (0,274 | 0,275 0,006 5,21 |5,21|5,17 5,52 0,162
0,15 0,285|0,277 (0,284 | 0,283 0,003 5,20 | 5,29 5,41 |5,84 0,283
0,20 0,286 | 0,282 (0,295 | 0,293 0,006 5,80 | 5,18 5,49 |5,38 0,259
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6. CONCLUSAO

O inseticida fipronil causa mortalidade de aproximadamente 10, 30, 50 e
70% do lote de peixes em 24 horas se ocorrerem contaminacdes das aguas dos
tanques de producao de pacu com concentracdes de 0,56; 0,59; 0,61 e 0,64 mg.L"
1, respectivamente. O mesmo ocorre em tanque de producdo de tilapia se as
contaminacdes das aguas com fipronil forem com 0,09; 0,11; 0,15 e 0,20 mg.L* de
fipronil, respectivamente. Por serem concentracdes muito baixas, € possivel que
este inseticida chegue nos tanques de pisciculturas proximas as culturas onde foi

aplicado.

Em poucas horas de exposi¢cdo as determinadas concentragdes, o fipronil
causa sinais de intoxicacdo, principalmente natacdo erratica, espasmos
musculares e mudancas nha coloracdo, que o responsavel pela piscicultura podera

observar no comportamento dos peixes, tanto do pacu quanto da tilapia.

Com 24 horas de exposicdo aguda ao fipronil ocorrem alteragbes
histolégicas nos tecidos de ambas as espécies, cuja intensidade depende
diretamente da concentracdo na 4agua. As concentracfes que causam
aproximadamente 70% de mortalidade dos peixes do lote para as duas espécies
sdo as que causam o0s danos mais acentuados nos tecidos avaliados,
principalmente em branquias. Além disso, o fipronil causa altas taxas de inibicéo da
atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) no cérebro (em torno de 70%) e,

em taxas mais baixas, no masculo (de 20 a 35%) no pacu e na tilapia.

No periodo de recuperacdo, o responsavel pela piscicultura vera que os
animais aparentemente se recuperam, pois 0s sinais de intoxicacéo tanto no pacu
guanto na tilapia desaparecem com trés dias (72 horas) em agua livre de

contaminantes.

Os peixes pacu sobreviventes a 0,56 mg.L ! de fipronil recuperam a atividade
da enzima AChE muscular em 15 dias e a cerebral em 30 dias, porém permanecem
com altas taxas de inibicdo da AChE cerebral. Para os sobreviventes as demais
concentracdes, 30 dias causa uma melhora, porém a inibicdo da AChE cerebral
permanece alta (20 a 55%).
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Para a tilpia, a atividade da enzima AChE cerebral permanece altamente
inibida (até 66%) apods 30 dias de recuperagcdo da exposicao aguda ao fipronil.
Apesar da menor intensidade inicial de inibicdo da AChE muscular (até 24%),

também nao ocorre recuperacdo em 30 dias.

A tildpia € mais sensivel ao inseticida fipronil do que o pacu, tanto nas
concentragbes que causam mortalidade do lote quanto nas altera¢cdes causadas

por este inseticida.

Para ambas as espécies avaliadas, 30 dias ndo séo suficientes para total
recuperacdo da atividade enzimatica da AChE. Estas altas taxas de inibicdo séo
responsaveis pelos sinais de intoxicacdo que o produtor podera observar no

comportamento dos peixes.

O limite de aceitabilidade de inibicdo da AChE no cérebro foi de 70% para
as duas espécies, e no musculo foi de 30% para o pacu e 22% para a tilapia. Estes
valores correspondem as concentracdes de até 0,61 mg.L* de fipronil para o pacu
e de até 0,15 mg.L™* para a tilapia, as quais causaram até 50% de mortalidade do

lote.

As concentracdes de fipronil avaliadas ndo causam alteragdes nas variaveis
de qualidade de 4gua tanto em 24 horas de diluicdo quanto em 4gua com constante
renovacdo. Todos os danos ocorridos nos animais sdo exclusivamente causados
pelo inseticida fipronil, sendo de extrema importancia a manutencao das 6timas

condi¢des da agua para que 0s peixes possam se recuperar mais rapidamente.

N&o hé interferéncia no ganho de peso dos peixes de ambas as espécies até
30 dias de recuperacao ap0s a exposi¢cao aguda a concentracdes que causam até
70% de mortalidade dos lotes, sendo este fator de extrema importancia para o

piscicultor.

Portanto, no caso de contaminacéo dos tanques de criacdo de pacu e tilapia
com fipronil que causem mortalidade de até 70% do lote, a recuperacéo dos peixes
sobreviventes durante 30 dias € satisfatéria para manter os peixes no sistema de

producéo da piscicultura.
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