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prenda a valorizar suas conquistas por menores que

sejam para 0s outros, pois sO vocé sabe mensurar as dificuldades enfrentadas para
chegar até aqui. Pois, s6 quem ja lutou muito para alcangar um objetivo sabe quéo
indescritivel é o sentimento de realizar um sonho.
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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar a toxicidade aguda (CL50/CE50) do azametifds para
as macrofitas Lemna minor e Azolla caroliniana, para o molusco Pomacea canaliculata
e para o peixe zebrafish (Danio rerio); avaliar a toxicidade aguda e cronica do tambaqui
(Colossoma macropomum), realizar analises histopatolégica em tambaqui apds
exposicdo crbnica e histopatologicas e hematoldgicas apos ensaio de simulacdo de
tratamento e recuperacdo. Ensaios de toxicidade aguda foram realizados com Azolla
caroliniana, Lemna minor, Pomacea canaliculata, Danio rerio e Colossoma
macropomum todos de acordo com as normas da ABNT e OECD. Para os ensaios de
toxicidade cronica os peixes foram expostos as concentracdes subletais dos inseticidas
por sete dias, e coletadas amostras de 6rgdos (branquia, figado, cérebro e rim) para
avaliacdo histologica. Para o ensaio de simulacdo de tratamento, os peixes foram
expostos ao azametifos porsete dias e apds seguiram 21 dias de recuperacdo e nos dois
tempos foram avaliadas as variaveis hematoldgicas e as alteracBes histopatoldgicas do
tambaqui (C. macropomum). O azametifés é pouco téxico para A. caroliniana,
moderadamente toxico para L. minor, C. macropomum e muito toxico para o P.
canaliculata e D. rerio. A exposicdo subletal cronica de tambaqui ao inseticida revelou
alteracdes histologicas em branquia e figado. Apds sete dias de simulacdo de
tratamento, 0s peixes apresentaram aumento de leucdcitos totais, monacitos, linfocitos e
neutréfilos. Apo6s 21 dias de recuperacdo 0s peixes apresentaram aumento de VCM,
HCM e CHCM em relacdo aos 7 dias de tratamento. Na andlise histopatoldgica
(branquia, cérebro, figado e rim) ao final de 7 dias de tratamento todos as amostras
apresentaram alteracdes em relacdo ao controle. Apos os 21 dias de recuperacdo, as
analises histoldgicas demonstraram que o tecido nervoso e hepético apresentou 100% de
recuperacdo das células em todas as concentracGes testadas. Nas branquias, apenas nas
concentracdes 0,042 e 0,21 mg L ocorreu recuperagdo das lamelas branquiais e as
alteracOes do tecido renal ndo foram recuperadas. Assim, a presenca de azametifds em
ambientes aquaticos pode comprometer a sobrevivéncia de organismos ndo alvos e
prejudicar o funcionamento dos 6rgédos dos peixes expostos. A simulagéo de tratamento
e recuperacdo com o azametifés demonstrou alteracfes histopatolégicas e ndo causa
alteracbes hematoldgicas significativas no tambaqui, com recuperacdo dos tecidos
branquiais, nervoso, hepatico e do sangue, em baixas concentracgdes.

Palavras-chaves: Ecotoxicologia; histologia; hematologia; bioindicadores.



Abstract

The objective of this study was to evaluate the acute toxicity (LC50 / EC50) of
azametiphos for the macrophytes Lemna minor and Azolla caroliniana, for the mollusk
Pomacea canaliculata and for the zebrafish fish (Danio rerio); evaluate the acute and
chronic toxicity of tambaqui (Colossoma macropomum), perform histopathological
analysis in tambaqui after chronic exposure and histopathological and hematological
tests after treatment simulation and recovery. Acute toxicity tests were performed with
Azolla caroliniana, Lemna minor, Pomacea canaliculata, Danio rerio and Colossoma
macropomum all in accordance with ABNT and OECD standards. For chronic toxicity
tests, fish were exposed to sublethal concentrations of insecticides for seven days, and
organ samples (gills, liver, brain and kidney) were collected for histological evaluation.
For the treatment simulation test, the fish were exposed to azametiphos for seven days
and after 21 days of recovery, at both times, hematological variables and
histopathological changes in the environment (C. macropomum) were evaluated.
Azametiphos is slightly toxic to A. caroliniana, moderately toxic to L. minor, C.
macropomum and very toxic to P. canaliculata and D. rerio. The chronic sublethal
exposure of tambaqui to the insecticide revealed histological changes in gills and liver.
After seven days of treatment simulation, the fish showed an increase in total
leukocytes, monocytes, lymphocytes and neutrophils. After 21 days of recovery, the fish
showed an increase in VCM, HCM and CHCM in relation to the 7 days of treatment. In
the histopathological analysis (gill, brain, liver and kidney) at the end of 7 days of
treatment, all samples showed changes in relation to the control. After 21 days of
recovery, histological analysis showed that the nervous and hepatic tissue showed 100%
recovery of cells in all concentrations tested. In the gills, only in the concentrations
0.042 and 0.21 mg L did the gill lamellae recover and the changes in the renal tissue
were not recovered. Thus, the presence of azametiphos in aquatic environments can
compromise the survival of non-target organisms and impair the functioning of exposed
fish organs. The simulation of treatment and recovery with azametiphos demonstrated
histopathological changes and does not cause significant hematological changes in
tambaqui, with recovery of branchial, nervous, hepatic and blood tissues, in low
concentrations.

Keywords: Ecotoxicology; histology; hematology; bioindicators.
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1. Introducéo geral

A aquicultura é considerada uma atividade de criacdo/cultivo de organismos
aquaticos, incluindo plantas aquaticas, moluscos, crustaceos e peixes, sendo que a
intervencdo ou manejo do processo de criacdo é imprescindivel para o aumento da
producdo (Oliveira, 2015). Dentre os paises produtores, o Brasil tem papel de destaque,
em especial por sua disponibilidade hidrica, clima favoravel e ocorréncia natural de

espeécies aquaticas de interesse zootécnico e mercadoldgico (Brasil, 2013).

Dentre os problemas que ocorrem durante o ciclo produtivo de peixes, 0s ecto e
endoparasitos sdo considerados os principais causadores de perdas econémicas, devido
a mortalidade de peixes em diferentes fases, especialmente na larvicultura, alevinagem e
nas fases iniciais de engorda. A ocorréncia destes patdgenos na aquicultura mundial
sofre influéncia de diversos fatores ambientais, manejo, estrutura da comunidade e
patogenicidade dos parasitos (Kuhn et al., 2016; Gonzélez et al., 2018). Outro ponto
importante € o surgimento de novos patdégenos introduzidos por espécies exoticas e 0
desenvolvimento de resisténcia, além da intensificacdo dos sistemas de producdo
(Carraschi et al., 2015).

A maioria das doencas em peixes pode ser diagnosticada pela avaliacdo da
qualidade da agua e pelo exame raspado de pele com microscopia de luz (Noga, 2010),
arranhdes na pele, clipes de aletas e bidpsia de branquias devem ser considerados o
banco de dados de diagnostico minimo para a maioria das espécies de peixe. Estes
diagnosticos podem ajudar a identificar parasitos ou granulomas externos, embolia
gasosa, organismos fungicos, algumas bactérias e fornecer um diagndstico presuntivo
para algumas doencas virais (Erlacher-Reid, 2018). A maioria das doencas dos peixes é
secundaria e provém de uma qualidade de agua e criacdo impropria. Portanto, a salde
animal deve ser mantida, garantindo filtragdo, substrato, densidade de estocagem,

qualidade da &gua e nutricdo apropriadas (Erlacher-Reid, 2018).

O maior problema na utilizacdo de farmacos na criacdo de peixes sdo 0s
possiveis efeitos sobre 0s organismos aquaticos ndo alvos. Para Adams et al. (1989) e
Connon et al. (2012) efeitos da contaminagdo podem comprometer a aptidao ecologica
de organismos ou populacbes, sendo possivel mensurar a toxicidade aguda, a

mortalidade e sinais de intoxicagdo, a toxicidade subletal, ou cronica, expressos em
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diversos niveis de organizacdo biologica (por exemplo, molecular, bioquimico,
fisioldgico, histologico, reprodutivo) que a longo prazo podem resultar em impactos

severos a comunidade.

O emprego de organismos bioindicadores vem crescendo na ecotoxicologia.
Estes organismos representam uma alternativa econdmica para a estimativa da
toxicidade ambiental em doses subletais por meio de ensaios bioldgicos (Farré e
Barceld, 2003), apresentando potencial para mensurar a exposicdo de diferentes
compostos (Brooks et al., 2006). Os bioindicadores podem ser terrestres ou agquaticos,
tais como: plantas terrestres (Inoue, 2012; Boutin et al., 2012); minhoca (Chen et al.,
2014), caramujos de agua doce como Pomacea canaliculata (Venturini et al., 2008;
Floréncio et al.,, 2014; Moreira et al.,, 2014), plantas aquaticas, como a Azolla
caroliniana (Guimaraes et al., 2012; Silva et al., 2012) e peixes neotropicais (Cruz et
al., 2008; Botelho et al., 2009; Silva et al., 2014), dentre outros.

No Brasil, a aquicultura se expandiu nos Gltimos anos, sendo alvo de muitos
estudos sobre praticas de manejo. Varios prejuizos econémicos a esta atividade foram
relatados devido as praticas de manejo inadequadas, alta densidade populacional, o ndo-
controle da qualidade da agua, o que deixa os animais vulneraveis as enfermidades
(Mabilia e Souza, 2006).

Apesar de existirem tratamentos para combater possiveis enfermidades com o
uso de inseticidas, no Brasil ainda ndo existe um 6rgdo governamental que fiscalize o
uso destes quimicos na aquicultura (Campos, 2005). Devido a ndo recomendacdo dos
inseticidas para o setor aquicola, o uso na piscicultura de produtos ndo registrados para
este fim leva a aplicacdes de doses exageradas no combate as doencas. Poucos sdo 0s
estudos realizados para avaliar a toxicidade dos inseticidas para os animais alvos e nédo
alvos (Abe, 2012).

O uso frequente e inadequado de determinado inseticida, tanto na agricultura,
aquicultura, ou combate a vetores de doencas, pode acarretar resisténcia dos organismos
a tais substancias quimicas (Paiva, 2006). A resisténcia aos inseticidas compromete

diretamente a eficacia do controle quimico.

O tambaqui (Colossoma macropomum) é um peixe de agua doce pertencente a
familia Serrasalmidae, com ocorréncia natural nas bacias do Amazonas e do Orinoco

(Jégu, 2003). O alimento natural do tambaqui, é composto principalmente de frutas e
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sementes (Lucas, 2008). A producdo aquicola de tambaqui aumentou nos ultimos 10
anos em Vvarios paises da América do Sul, particularmente na Bolivia, Brasil, Coldmbia,

Equador, Peru e Venezuela (Valladao et al., 2016).

O tambaqui é considerado o0 peixe nativo mais importante produzido na
aquicultura brasileira, com aproximadamente 101 mil toneladas em 2019 (IBGE, 2019).
A producédo de tambaqui tem se adaptado em todo o Brasil, particularmente nas regioes

norte, nordeste, centro-oeste e sudeste do pais.

Dentre os farmacos com potencial para ser utilizado como ectoparasiticida esta o
organofosforado azametifés considerado moderadamente tdxico e utilizado como
inseticida, ndo bioacumulativo, altamente solUvel em agua, volatil e ndo deve lixiviar
para as aguas subterraneas. E um produto quimico neurotdxico e inibidor da acetil
colinesterase. O azametifds é altamente toxico para aves e invertebrados aquéticos e
moderadamente toxico para peixes, segundo o Pesticide Properties DataBase (2018). O
azametifds ¢ altamente eficaz (85% ou melhor) contra piolhos de salméo (Salmo salar)
e pré-adultos (Lepeophtheirus salmonis) e é o farmaco mais utilizado para controle de

Caligus rogercresseyi na salmonicultura do Chile (Roth et al., 1995).

A utilizacdo destes inseticidas aumenta os impactos ambientais, uma vez que
estes sdo lixiviados e/ou carreados com a chuva até os recursos hidricos. A
contaminagdo destes locais frequentemente é observada por meio da mortalidade do
sistema bidtico, entretanto, outros sinais como alteracdes genéticas, histoldgicas,

bioquimicas, fisioldgicas e comportamentais podem ocorrer nos organismos nao alvos.

As variaveis hematoldgiasos sdo ferramentas sensiveis para o diagndstico de
doencas e monitoramentos do status fisiologico de peixes expostos a agentes toxicos
(Zhang et al., 2007). Os parametros hematoldgicos podem disponibilizar informac6es
satisfatorias acerca das respostas fisioloégicas dos peixes frente aos estressores
ambientais por duas razfes principais: a associa¢ao entre 0 ambiente externo e o sistema
circulatério dos peixes e a disponibilidade de acessar o sangue dos peixes (Elahee e
Bhagwant, 2007).

As alteracGes histologicas e morfologicas sdo observadas em diversos organismos
afetados por contaminantes. As branquias de peixes, por exemplo, sdo altamente

sensiveis a materiais irritantes presentes na agua (Wester e Roghair, 1994).
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Assim, na producdo aquicola brasileira € comum a utilizacdo de produtos
quimicos sem registro, de outras areas da produgdo agropecudria de forma
indiscriminada em todas as fases da producdo. Esta pratica tem causado varios impactos
diretos e indiretos na qualidade do peixe produzido. O desenvolvimento de novas
moléculas com perfil adequado a piscicultura brasileira € o ponto principal no
desenvolvimento e na qualidade dos processos de tratamento de doencas, garantindo
auséncia de efeitos subletais, morfofuncionais e genéticos nos peixes alvos do
tratamento, baixa toxicidade ambiental para organismos ndo alvos dos tratamentos,

aumentando a saude ambiental e melhor qualidade do produto final para o consumidor.

Baseado nas premissas de boas praticas de manejo, o desenvolvimento e
prospeccdo de novas moléculas para o tratamento de doencas é fundamental no processo
de tomada de decisdo sobre o desenvolvimento da piscicultura brasileira. O azametifds
apresenta historico favoravel a sua caracterizagdo e utilizacdo, pois possui registro
especifico para aquicultura em outros paises, porém é necessario a sua avaliacdo em
condicdes e para modelos biologicos nativos, perfil ecotoxicoldgico dos possiveis
efeitos crénicos nos tecidos dos peixes, efeitos durante o tratamento e a recuperacdo dos

animais.

2. Objetivos

Os objetivos deste estudo foram:

) Avaliar a toxicidade aguda (CL50/CE50) do azametifds para as macroéfitas
ndo alvos lentilha d’agua (Lemna minor) e samambaia d’agua (Azolla
caroliniana), para o caramujo (Pomacea canaliculata) e o peixe zebrafish
(Danio rerio).

i) Avaliar a toxicidade aguda e cronica do azametifés para o tambaqui
(Colossoma macropomum).

iii) Anadlisar a histopatolégica de branquia, cérebro, figado e rim ap6s o ensaio
de toxicidade crénica do azametifos para o tambaqui (C. macropomum).

iv) Simular o tratamento com azametifos e recuperagdo do tambaqui (C.

macropomum) e analises histopatologicas e hematoldgica.
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Resumo
O maior problema na utilizacdo de farmacos na criagdo de peixes sdo 0s possiveis

efeitos sobre os organismos aquaticos ndo alvos. Assim, 0 emprego de organismos
bioindicadores de exposicdo representam alternativa econémica para a estimativa da
toxicidade ambiental. O objetivo deste estudo foi avaliar a toxicidade aguda
(CL50/CE50) do azametifos para as macrofitas Lemna minor e Azolla caroliniana, para
0 molusco Pomacea canaliculata e para o zebrafish (Danio rerio); avaliar a toxicidade
aguda e cronica do tambaqui (Colossoma macropomum) e realizar analises
histopatologica apds o ensaio de toxicidade crénica do tambaqui. Ensaios de toxicidade
aguda foram realizados com A. caroliniana, L. minor, P. canaliculata, D. rerio e C.
macropomum de acordo com as normas da ABNT e OECD. Para os ensaios de
toxicidade cronica os peixes foram expostos as concentracdes subletais dos inseticidas
por sete dias, e coletadas amostras de 6rgdos (branquia, figado, cérebro e rim) para
avaliacdo histoldgica. O azametifés € pouco toxico para Azolla caroliniana (CL50:
13,39), moderadamente téxico para L. minor (CL50: 6,53), C. macropomum (CL50:
1,40) e muito toxico para o P. canaliculata (CE50: 0,45) e D. rerio (CL50: 0,52). A
exposicdo subletal de tambaqui ao inseticida causou alteragBes histologicas em
branquia, cérebro, figado e rim. A presenca de azametifos em ambientes aquaticos pode
comprometer a sobrevivéncia de organismos ndo alvos e prejudicar o funcionamento

dos 6rgéos dos peixes expostos.
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Abstract
The biggest problem in the use of drugs in fish farming is the possible effects on non-

target aquatic organisms. Thus, the use of exposure bioindicator organisms represents
an economical alternative for estimating environmental toxicity. The aim of this study
was to evaluate the acute toxicity (LC50 / EC50) of azametiphos for the macrophytes
Lemna minor and Azolla caroliniana, for the mollusk Pomacea canaliculata and for the
zebrafish (Danio rerio); evaluate the acute and chronic toxicity of tambaqui (Colossoma
macropomum) and perform histopathological analysis after the chronic toxicity test of
tambaqui. Acute toxicity tests were performed with A. caroliniana, L. minor, P.
canaliculata, D. rerio and C. macropomum in accordance with ABNT and OECD
standards. For chronic toxicity tests, fish were exposed to sublethal concentrations of
insecticides for seven days, and organ samples (gills, liver, brain and kidney) were
collected for histological evaluation. Azametiphos is slightly toxic to A. caroliniana
(CL50: 13.39), moderately toxic to L. minor (CL50: 6.53), C. macropomum (CL50:
1.40) and very toxic to P. canaliculata (EC50: 0.45) and D. rerio (LC50: 0.52). The
sublethal exposure of tambaqui to the insecticide caused histological changes in gills,
brain, liver and kidney. The presence of azametiphos in aquatic environments can
compromise the survival of non-target organisms and impair the functioning of exposed
fish organs.

Keyword: Ecotoxicology; aquatic plants, fish; organophosphate.

1. Introducdo

A utilizacdo de farmacos na aquicultura tem se tornado uma pratica comum a
cada ciclo de producdo, especialmente devido a ocorréncia de novos patdgenos
introduzidos por espécies exoticas, do desenvolvimento de resisténcia e da
intensificacdo dos sistemas de producdo (Carraschi et al.,, 2016). Em aquicultura
intensiva h4 muitas opgdes de controle de doengas, incluindo ragdo medicamentosa
contendo antimicrobianos e antiparasitarios, banhos quimicos, vacinas, métodos

mecanicos (tais como mudancas temporarias na temperatura ou salinidade da dgua para
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combater parasitas externos) e praticas eficazes de biosseguranca e manejo (Noga,
2011; Love et al., 2020).

Os farmacos utilizados para controle do piolho de salmdo (Lepeophtheirus
salmonis) (Langford et al., 2014; Samuelsen et al., 2015) foram fundamentais para o
estabelecimento da sua cadeia produtiva, especialemte o uso de azametifos e
deltametrina (Johannessen, 2017; Grefsrud et al., 2018). Um exemplo de intensificagéo
é producdo mundial de salm&o do Atlantico (Salmo salar) que se expandiu rapidamente
nos ultimos anos, porém o principal problema encontrado na criacdo de salméo € a
presenca de ectoparasitas copépodes pertencentes aos géneros Lepeophtheirus e Caligus
(Caligidae: Crustacea) (Rae, 2002).

Contudo, o uso de farmacos pode trazer impactos negativos aos sistemas
aquaticos onde estdo inseridos os sistemas de producdo. Assim, é necessario a avaliagcdo
de toxicidade e os efeitos toxicos das substancias quimicas para a biota aquatica
(Magalh&es; Filho, 2008). Para Jardim (2004) os testes toxicidade sdo ferramentas para
0 estudo dos efeitos dos agentes toxicos sobre organismos aquaticos e esta
fundamentado no principio de que a resposta dos organismos vivos depende da dose do
toxico a que foram submetidos.

Os dados ecotoxicoldgicos sdo base para se estabelecer quantidades limites
seguras dos contaminantes quimicos no ambiente e para a avaliacdo de risco ambiental.
Os testes ecotoxicoldgicos iniciam-se com a toxicidade aguda, estabelecida com a
determinacdo da concentracdo efetiva média (CE50) - concentracdo que provoca
imobilidade/mortalidade em metade dos organismos-testes. Nestes testes avalia-se uma
resposta rapida e severa dos organismos aquaticos ao estimulo que se manifesta,
geralmente em periodos entre 24 a 96 horas (Rand e Petrocelli, 1985).

Nos estudos de toxicidade cronica avalia-se a acdo das substancias quimicas por
meio da resposta a um estimulo por longo periodo, geralmente de 1/10 do ciclo vital até
a totalidade da vida do organismo. Esses efeitos sdo subletais, onde as concentragdes do
agente toxico permitem a sobrevivéncia do organismo, porém afetam suas fungdes
bioldgicas, como a reproducdo, desenvolvimento de ovos, crescimento, maturagdo e
comportamento (Rand e Petroceli, 1985).

Para a escolha de um bioindicador ideal, deve ser observada uma série de
caracteristicas, tais como a plasticidade do animal ou planta a sobreviver a um ambiente

considerado saudavel, mas também suportar o ambiente exposto ao contaminante alvo,
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abundancia do organismo e facilidade no manuseio em laboratoério (Lins et al., 2017).
Diante deste fato, os peixes apresentam caracteristicas favoraveis como bioindicadores,
pois apresentam um numero elevado de individuos, importancia ecoldgica e possuem
um alto nivel de estratégias comportamentais e reprodutivas, assim como o fato de
serem muito sensiveis a variacdes do meio (Favaro; Oliveira, 2012; Rand, 2008).

A planta aquatica Azolla caroliniana é uma planta flutuante que ndo esta
estabelecida como bioindicador nas normas de ensaios ecotoxicoldgicos, mas apresenta
facilidade de manejo, curto ciclo de vida, é de pequeno porte (Bennicelli et al., 2004;
Guimardes et al., 2006; Silva et al., 2012), e tem demonstrado sensibilidade a diversos
produtos quimicos como herbicidas, fungicidas e inseticidas (Della Vechia et al., 2016;
Sanford et al., 2020), dentre outros. A Lemna minor é bioindicador obrigatorio em
processos de registros de produtos quimicos e tem sido utilizada em uma ampla
variedade de pesquisas de ecotoxicologia, com fontes de cobre, herbicida diquat
(Garlich et al., 2016), metais pesados (Rezania et al., 2016) e produtos farmacéuticos e
de cuidados pessoais (PPCPs) (Ebele et al., 2017).

O caramujo de dgua doce Pomacea canaliculata ndo é obrigatério em norma de
ensaio ecotoxicoldgico, porém é um bom bioindicador, sensivel aos xenobioticos
(Venturini et al., 2008; Xu et al., 2017). O zebrafish (D. rerio) € peixe um modelo em
ecotoxicologia, de pequeno porte, facil reproducdo e manejo (Hill et al., 2005).

O tambaqui (C. macropomum), como bioindicador da qualidade ambiental tém
sido relatados em diversos trabalhos como Affonso et al. (2002), Ferreira da Costa et al.
(2004), Matsuo et al. (2005), Assis et al. (2007, 2010), Duarte et al. (2010), Rico et al.
(2011), Salazar-Lugo et al. (2009, 2011), na avaliacdo da espécie aos efeitos de
potenciais poluentes. Essa espécie é encontrada em aguas com temperatura entre 25 °C
e 34 °C (Dairiki; Silva, 2011), habita lagoas abertas, muitas vezes sujeito a condicdes
temporarias de hipdxia (ou até a andxia), entretanto é considerada uma espécie tolerante
a hipdxia (~ 1 mg/L) (Affonso et al., 2002; Sundin et al., 2000; Dairiki; Silva, 2011),
sdo tolerantes a variagdes de pH entre 4,0 e 8,0, demonstrando auséncia de perturbagéo
do equilibrio idnico (Marcon Filho, 1999).

No ambiente natural, o tambaqui é classificado como frugivoro exclusivo,
quando adulto, e onivoro com tendéncia zooplanctofago, na fase jovem (Saint-Paul,
1984). Na Amazonia, o tambaqui, C. macropomum, vem sendo utilizado como

organismo bioindicador (Brust e Pintos, 2005; Araujo et al., 2005; Oliveira et al, 2005).
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Devido a falta de farmacos com registros para aquicultura, mas a necessidade de
utilizacdo para conter os patogenos, a utilizagdo indiscriminada tem causado varios
impactos diretos e indiretos na qualidade do peixe produzido. O desenvolvimento de
novas moléculas com perfil adequado para a piscicultura brasileira € o ponto principal
no desenvolvimento e na qualidade dos processos de tratamento de doencas, garantindo
auséncia de efeitos subletais, morfofuncionais e genéticos nos peixes alvos do
tratamento, baixa toxicidade ambiental para organismos ndo alvos dos tratamentos,

aumentando a saude ambiental e melhor qualidade do produto para o consumidor.

Baseado nas premissas de boas praticas de manejo, o desenvolvimento e
prospeccao de novas moléculas é fundamental no processo de tomada de decisdo sobre
0 bom andamento da piscicultura brasileira. O azametifos apresenta histérico favoravel
a sua caracterizagcdo, pois possui registro especifico em outros paises, porém ¢é
necessario a avaliacdo em condigdes e para modelos bioldgicos brasileiros. Assim a sua
caracterizacdo é de fundamental importdncia para o conhecimento do seu perfil
ecotoxicoldgico para utilizacdo nos peixes nativos. Assim, 0 objetivo deste estudo foi
avaliar toxicidade aguda (CL50; CE50) do azametifos para as macrofitas nao alvos,
Lemna minor e Azolla caroliniana, para 0 molusco Pomacea canaliculata e o zebrafish
(Danio rerio). Avaliar a toxicidade aguda e cronica do azametifés para o tambaqui (C.
macropomum) e analise histopatoldgica do ensaio de toxicidade cronica do azametifos

para o tambaqui.

2. Material e Métodos

Para realizacdo dos ensaios de toxicidade foi utilizado o ingrediente ativo
azametifés C19H10CIN2OsPs, CAS. 35575-96-3, que pertence ao grupo quimico dos
organofosforados da classe dos inseticidas, com classificagdo toxicologica Il —
moderadamente toxico. O produto é solivel em &gua e sua composicdo é de:
Azametifds 1,0 % p/p + atrativos e veiculo (inertes).

O projeto passou por aprovacdo na Comissdo de ética no uso de animais —
CEUA no Centro Universitario da Fundacdo Educacional de Barretos — UNIFEB,
protocolo n° 06_2019.

2.1. Ensaio de toxicidade aguda para as plantas aquaticas
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As plantas L. minor e A. caroliniana foram cultivadas em caixas de 200,0 L
contendo substrato organico, latossolo, areia (1:1;1; v v1), com fotoperiodo natural.
Apo6s seu crescimento estas foram transferidas para cristalizadores contendo meio de
cultivo Hoagland’s em sala de bioensaio com temperatura 25,0 + 2,0 °C, com
fotoperiodo de 12 horas de luz, por quatro dias (OECD, 2002).

Para avaliacdo da sanidade do lote das plantas L. minor foi realizado um ensaio
de toxicidade aguda (CL50;7d), sistema estéatico, com a substancia referéncia cloreto de
sddio (NaCl) com as concentragbes: 0,01; 0,10; 0,50; 1,00; 2,00 e 400 g L' e o
controle, com duracdo de sete dias. E para as plantas A. caroliniana, foi realizado um
ensaio de toxicidade aguda (CL50;7d), estatico, com a substéncia referéncia cloreto de
sddio (NaCl) com as concentragbes: 0,01; 0,09; 0,80; 1,40; 2,45 e 750 g L e o
controle, com duracdo de sete dias.

Para L. minor para a substancia referéncia cloreto de sodio (NaCl) a
concentragéo letal 50% (CL50;7d) foi de 1,0 g L™* sem determinacéo de intervalo de
confianca. Para a A. caroliniana a sensibilidade ao cloreto de sodio a (CL50;7d) foi de
1,29 g Lt com intervalo de confianca de 95% entre 1,08 e 1,56 g L™*. A equagcéo linear
que representa a relacdo concentracdo-mortalidade e coeficiente de determinacdo de
ambas as plantas estdo representados na tabela 01.

Nos ensaios de toxicidade aguda do azametifds para as plantas aquaticas foram
utilizadas as seguintes concentragdes: 0,10;1,07; 3,44; 11,16; 36,40; e 1180 mg Lt e
um controle. A avaliacdo da mortalidade das plantas foi realizada no 3°, 5° e 7° dia ap6s
aplicacdo do produto. Para a Azolla foram observados clorose (perda de clorofila) e
necrose (morte das plantas) de acordo com a e Silva et al., (2012). E para a Lemna
foram observados o aumento do numero de frondes, clorose (perda de clorofila) e
necrose (morte das plantas) de acordo com a OECD (2002) e Silva et al., (2012).

Tabela 1. Equacéo linear da reta e coeficiente de determinacdo para Lemna minor e Azolla

caroliniana.
Organismo Equacao da reta Coeficiente R?
Lemna minor y =5,08x + 14,10 0,89
Azolla caroliniana y =5,87x - 23,53 0,82
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2.2. Ensaio de toxicidade aguda para o molusco
Para a realizacdo dos ensaios de toxicidade aguda os exemplares de P.

canaliculata, com peso entre 1,2 + 0,3 g cada, foram aclimatados por dez dias em sala
de bioensaio em aquérios com capacidade de 60,0 L com sistema de aeragdo, sistema
estatico, com temperatura a 25,0 = 2,0 °C, com fotoperiodo de 12 horas de luz, e
alimentados uma vez ao dia, com a macrdfita aquatica submersa Hydrilla verticillata.

Inicialmente, para avaliar a sanidade e a sensibilidade dos organismos-teste foi
realizado ensaio sensibilidade (CE50;48h) com a substancia referéncia cloreto de
potassio (KCI) com as concentracdes: 0,10; 0,56; 1,00; 1,56 € 2,44 e 3,00 g LY e o
controle, com trés réplicas e cinco caramujos por réplica e 3,0 L de solucdo teste. A
sensibilidade (CL50;48h) do caramujo (P. canaliculata) a substancia referéncia cloreto
de potassio (KCI) foi de 1,49 g L™, com intervalo de confianca de 95% entre 1,23 a 1,82
g L. A equacdo linear que representa a relagéo concentragio-mortalidade é y = 38,0x —
50,0 com coeficiente de determinagio de R?=0,87.

Os ensaios definitivos de azametifds para o caramujo utilizaram-se as seguintes
concentragbes: 0,10;1,07; 3,44; 11,16; 36,40; e 1180 mg L' e um controle. A
avaliacdoda imobilidade foi realizada nos tempos de 24 e 48 horas. (Murty, 1988).

Durante o ensaio de toxicidade aguda para o organismo (P. canaliculata) foi
realizado a andlise das variaveis de qualidade de &gua (temperatura, condutividade
elétrica, pH e oxigénio dissolvido), que se mantiveram dentro do recomendado pela
ABNT (2016), norma de ecotoxicologia para peixes e adaptada para 0 caramujo neste

estudo, em todas as contrac@es e no controle, nos tempos Oh, 24h e 48h. (Tabela 2)

Tabela 2. Média e desvio padréo geral das concentragcfes das analises de qualidade do ensaio de
toxicidade aguda para P. canaliculata exposto ao azametifos.

Tempos Temperatura Condutividade pH Oxigénio

(horas) (°C) Elétrica (uS em™) dissolvido (mg L)
Oh 25,64 + 0,05 121,51 £ 0,04 8,32+ 0,03 2,02 £0,04
24h 27,04 £ 0,03 125,34 + 1,33 8,15+ 0,03 1,16 £ 0,02
48h 25,87 £ 0,10 119,76 £1,78 8,07+ 0,24 1,10£0,03
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2.3. Ensaio de toxicidade aguada para o D. rerio e C. macropomum

Os exemplares de zebrafish (D. rerio), com peso entre 0,6 £ 0,3 gramas, foram
aclimatados em sala de bioensaio, em aquarios com capacidade de 100 L. Os tambaquis
(C. macropomum), com peso entre 1,9 + 0,17 g, foram aclimatados durante dez dias em
na sala de bioensaio em tanques com capacidade de 250,0 L, ambos 0s organismos com
sistema de aeracao continuo promovido por bombas de ar, com temperatura a 25,0 £ 2,0
°C, com foto periodo de 12 horas de luz, e alimentados a vontade, uma vez ao dia, com
racdo comercial (28,0 a 32,0% de proteina bruta), por dez dias (ABNT, 2016).

Para avaliacdo da sanidade do lote de peixes foi realizado um ensaio de
sensibilidade (CL50;48h) com a substancia referéncia cloreto de potassio (KCI) com as
concentragdes: 0,10; 0,56; 1,00; 1,56 e 2,44 g L™ e o controle, com trés réplicas, cada
uma com trés animais, com duragédo de 48 horas.

Nos ensaios definitivos com azametifos para peixes zebrafish (D. rerio) foram
utilizadas as seguintes concentragdes: 0,10; 0,50; 0,80; 1,07 e 3,50 mg L* e um
controle, com trés réplicas cada. A avaliacdo da mortalidade foi realizada nos tempos de
24 e 48 horas e foram observados também os sinais clinicos (Murty, 1988) de cada
concentracéo.

Nos ensaios de toxicidade com o azametifés para peixes tambaqui (C.
macropomum) foram utilizadas as seguintes concentrac@es: 0,10; 1,07; 3,44; 11,16; 36,5
e 118,0 mg L e um controle, com trés réplicas cada, conforme a classificagdo da
USEPA (2017). A avaliagdo da mortalidade foi observada nos tempos de 24 e 48 horas
e foram observados também os sinais clinicos de cada concentracéo.

Para o zebrafish (D. rerio) a sensibilidade ao cloreto de potassio (CL50;48h) foi
de 1,46 g L, com intervalo de confianga de 95% entre 1,07 e 1,98 g L. Para tambaqui
(C. macropomum) a (CL50;48h) foi de 1,0 g L™ sem intervalo de confianca. A equagio
linear que representa a relacdo concentracdo-mortalidade e coeficiente de determinacao

de ambas os peixes estdo representados na tabela 03.

Tabela 3. Equagdo linear da reta e coeficiente de determinagédo para peixes.

Organismo Equacéo da reta Coeficiente R?
Colossoma macropomum y = 30x — 45,55 0,85
Danio rerio y =24,74x — 42,26 0,85
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Durante o ensaio de toxicidade aguda para os organismos (D. rerio) e (C.
macropomum) foi realizado a analise das varidveis de qualidade de &gua (temperatura,
condutividade elétrica, pH e oxigénio dissolvido), que se mantiveram dentro do
recomendado pela ABNT (2016), norma de ecotoxicologia para peixes, em todas as

contragdes e no controle, nos tempos Oh, 24h e 48h. (Tabela 4 e 5).

Tabela 4. Média e desvio padréo geral das concentracfes das andlises de qualidade do ensaio de
toxicidade aguda para D. rerio exposto ao azametifds.

Tempos Temperatura Condutividade Oxigénio
(horas) (°C) Elétricaqus em?)  PT dissolvido (mg L)
Oh 23,55 + 0,07 137,87 £0,3 8,81+ 0,03 2,75+ 0,3
24h 23,63+0,4 140,68 £ 0,3 8,57 £ 0,01 2,98+0,3
48h 26,27 + 0,03 153,00 +1,4 8,67 £ 0,02 3,23+£0,2

Tabela 5. Média e desvio padréo geral das concentracfes das analises de qualidade do ensaio de
toxicidade aguda para C. macropomum exposto ao azametifés.

Tempos Temperatura Condutividade Oxigénio
(horas) (°C) elétrica (uS em™) P dissolvido (mg L)
Oh 215+0,1 105,1+ 3,0 8,4+ 0,4 6,1+0,7
24h 22,2+0,1 112,8+ 3,6 8,7+ 0,2 43+12
48h 22,6+ 0,1 121,0 6,1 8,6 0,1 44+10

2.4.Ensaio de toxicidade cronica para peixe tambaqui (C. macropomum)

Os exemplares de tambaqui (C. macropomum), com peso entre 85,00 + 5,0 g,
foram aclimatados em sala de bioensaio em caixas de 250,0 L com sistema de aeracao
continuo promovido por bombas de ar, com temperatura a 25,0 + 2,0 °C, com
fotoperiodo de 12 horas, e alimentados com 2,5% do valor do peso total dos animais,
uma vez ao dia, com ragdo comercial (32% de proteina bruta), durante o experimento.

Para o ensaio de toxicidade crbnica, em 15 recipientes com capacidade para 60
litros com aeracdo e fluxo continuo foram colocados 6 peixes. As concentracOes de
azametifés no ensaio de toxicidade cronico forma definidas através do ensaio de
toxicidade aguda (Limite superior 2,03 mg L) por fator de divisdo de 2,5; 5,0; 10,0 e
50,0, com a obtengdo das concentracGes de 0,042; 0,21; 0,42 e 0,84 mg L e um
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controle, com trés réplicas. O periodo de exposicdo que ao azametifés foi de 7 dias
(ABNT NBR 15499:2007) e durante o ensaio foram observados os sinais clinicos de
intoxicacdo (natacdo erratica, perda da capacidade de arfagem, alteracdo na coloracéo,
perda de apetite, letargia, corrosdo de nadadeiras, hemorragia na pele, permanéncia na
superficie da unidade, permanéncia no fundo da unidade e outros), conforme descrito
por Murty (1988).

Durante o ensaio foi realizada a anélise da qualidade das varidveis de agua (pH,
condutividade elétrica, oxigénio dissolvido e temperatura) nos tempos de 0, 1, 5 e 7 dias
apos a aplicacdo do produto (ABNT, 2016). Apds os 7 dias de aplicacao foi realizado a
coleta dos érgdos, branquias, figado, cérebro e rim dos organismos sobreviventes para

andlises histoldgicas.

2.5. Andlise histopatoldgica do tambaqui (C. macropomum)
Ao término do ensaio de toxicidade crdnica do azametifés dos animais

sobreviventes foram coletadas amostras de branquias, cérebro, figado e rim. Os 6rgaos
foram retirados, seccionados longitudinalmente e imersos em solugdo fixadora de
formol (10%) por 24 horas.

Apbs a fixacdo, os fragmentos passaram por desidratacdo, diafanizacdo e
inclusdo em Histosec® (Merck). A seguir, foi realizada a microtomia em micrétomo
manual, obtendo-se cortes de 3 a 5um de espessura, corados com Hematoxilina-Eosina,
e PAS (&cido periddico de Schiff) (Behmer et al., 1976).

2.6.Analises estatisticas

Os dados de toxicidade aguda e crénica foram submetidos a regressdo linear e a
estimativa da concentracdo letal (CL50) e efetiva (CE) pelo método de Trimmed
Spearman-Karber (Hamilton et al., 1977) e classificacdo da ecotoxicidade de acordo
com o proposto por US EPA (2017).

3. Resultados e Discusséo
3.1. Toxidade aguda do azametifos para as plantas aquaticas

No ensaio de toxicidade aguda azametifos para a L. minor a concentracéo letal (CL50;7d)
foi de 6,63 mg L™ (Tabela 6). Na concentrago 11,16 mg L™ ocorreu 62,0% de mortalidade e

nas concentragdes 36,5 e 118,0 mg L%, 100,0% de mortalidade. A L. minor foi menos
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sensivel ao inseticida azametifés do que ao herbicida imazapyr com CL50;7d de 1,06
mg LT (Cruz et al., 2015), porém mais sensivel em comparacdo ao inseticida
teflubenzuron com CL50;7d de 1176,16 mg L™ (Medeiros et al,. 2013).

Para a A. caroliniana a concentragdo letal 50% foi de 13,39 mg L™ (Tabela 6) com
ocorréncia de 29,0% de mortalidade das plantas em 11,16 mg L. Em 36,5 e 118,0 mg
L ocorreu 93,0 e 100,0% de mortalidade respectivamente. Esta macrdfita aquatica foi
mais sensivel do que o herbicida glyphosate na formulacdo (Scout®) foi pouco toxico
para a Azolla caroliniana, com CL50;7d de 23,66 mg L™ com limite inferior de 22,09 e
superior de 25,34 mg L™ (Silva, et al., 2012).

Tabela 6. Toxicidade aguda e classificacdo ecotoxicologica do azametifds para as
macrofitas testes.

TO;(I(;ISZde Limite CL50-7d Limite Classificacéo Equacao R?
(mgg L) inferior ’ superior USEPA (2017) da reta

Lemna minor 532 6,53 g2  Moderadamente y=645x gg
toxico — 22,43

Azolla 1104 1339 1624  Poucotéxico Y 299X 079
caroliniana -2381

3.2. Toxicidade aguda para o caramujo e peixes

Para o caramujo (P. canaliculata) a CE50;48h foi de 0,45 mg L (Tabela 7). No
ensaio de toxicidade aguada ndo ocorreu imobilidade na concentragdo de 0,10 mg L™.
Em 1,07 mg L ocorreu 86,0%, em 3,50 mg L* foi de 93,0% e em 11,16; 36,5 e 118,0
mg L1,100,0%. A equacéo linear que representa a relagdo concentragio-mortalidade é y
= 46,5x — 33,33 com coeficiente de determinacio de R? = 0,80. O azametif6s foi mais
toxico para o caramujo do que o parasiticida toltrazuril com CE50;48h de 7,59 mg L
(Floréncio et al., 2014) e que o pesticida lambda-cialotrina (CE50;48h > 118,0 mg L) e
inseticida alfacipermetrina (28,76 mg L) (Leonel et al., 2016).

Para o zebrafish (D. rerio) a CL50;48h do azametifds foi de 0,52 mg L™ (Tabela 7).
Neste ensaio ndo ocorreu mortalidade na concentracdo 0,10 mg L. Em 0,50 mg L*
ocorreu 22,0% de mortalidade, em 0,80 mg L™ ocorreu mortalidade de 88,0% e nas
concentragdes 1,07 e 3,50 mg L, 100,0%. A equagdo linear que representa a relago
concentragdo-mortalidade é y = 21x — 39,71 com coeficiente de determinagio de R? =
0,85. Para o zebrafish foi observado os sinais de: natagdo erratica, perda da capacidade

de arfagem e permanéncia no fundo, nas concentragdes 0,10 e 0,50 mg L.
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O azametifés foi mais toxico para o zebrafish do que os inseticidas diflubenzuron
(CL50;48h = 10,91 mg L) e o temefés (7,30 mg L) para o peixe mato grosso
(Hyphessobrycon eques) (Abe et al., 2019) e apresentou toxicidade similar ao carbofuram
para tilapia (O. niloticus) com CL50;48h de 0,44 mg L™ (Americo-Pinheiro et al., 2020).

Para o tambaqui (C. macropomum) a CL50;48h foi de 1,40 mg L (Tabela 7). O
azametifés ndo causou mortalidade em 0,50 mg L. Na concentragdo 1,07 mg L*
ocorreu 33,0% e nas concentragdes 3,50 e 11,16 mg L™, 100,0% de mortalidade dos
organismos. A equacdo linear que representa a relacdo concentracdo-mortalidade é y =
36,67x — 33,35 com coeficiente de determinacdo de R? = 0,89. Para o tambaqui foi
observado: natacdo erratica, perda da capacidade de arfagem e permanéncia no fundo,
nas concentragdes 0,50 e 1,07 mg L.

O azametifés foi mais tdxico para o tambaqui (1,40 mg L) do que o
ectoparasiticida trichlorfon (Masoten®) para juvenis de pacu (P. mesopotamicus) com
CL50;48h = 84,0 ug L outro peixe de interesse para criagdo aquicola (Venturini et al.,
2014); o clorpyrifés (OPs) para o peixe Pseudetroplus maculatus com CL50;96h = 6,61
ug L (Raibeemol et al., 2015); o inseticida teflubenzuron para a tilapia (O. niloticus) e
para o pacu com CL50;48h > 1000,0 mg L * (Ikefuti et al., 2015), o imidacloprid para
tilapia com CL50;48h = 140,50 mg L "* (Américo-Pinheiro et al., 2019) e os inseticidas
diflubenzuron (10,04 mg L 1) e temefds (7,11 mg L 1) para a tilapia (O. niloticus) (Abe
etal., 2019).

Tabela 7. Toxicidade aguda e classificagdo ecotoxicoldgicos do azametifds para os organismos
teste.

Toxicidade aguda Limite Limite Classificacao
(mg L?) inferior CES0/CLS0 superior  USEPA (2017)
P. canaliculata 0,32 0,45 0,64 Muito toxico
D. rerio 0,39 0,52 0,71 Muito toxico
C. macropomum 0,96 1,40 2,03 Moderadamente
Toxico

3.4. Toxicidade cronica para o organismo alvo tambaqui (C. macropomum)

Durante o ensaio de toxicidade crénica do azametifés para o tambaqui ndo ocorreu

mortalidade dos organismos. A concentracdo de efeito ndo observado (CENO) foi de
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0,84 mg L e a concentragdo efeito de observado de CEO > 0,84 mg L™ ndo sendo
possivel o célculo médio de valor cronico (VC). Os inseticidas diflubenzuron e temefos
também apresentaram valores baixos de CENO de 0,04 e 1,6 mg L " para 0 mato grosso
(H. eques) (Abe et al.,, 2019), enquanto o inseticida teflubenzuron apresentou
concentracgio de efeito ndo observado > 20,0 mg L "' sem causar mortalidade para o
pacu (P. mesopotamicus) ap6s exposicdo de 7 dias (Ikefuti et al., 2015). A exposicao
cronica subletal do peixe Pseudetropus maculatus a 0,661 e 1,32 ug L™ de clorpyrifos
por 15 e 30 dias também ndo causou mortalidade (Raibeemol et al., 2020).

O valor de efeito observado estimado para o tambaqui (0,84 mg L ) ndo causou
sinais clinicos de intoxicagdo durante os 7 dias de experimento.

Na avaliacdo de qualidade de agua (oxigénio dissolvido, condutividade elétrica e
pH) ndo ocorreu diferenca significativa entre os tratamentos e o controle em nenhum
periodo durante a exposi¢do cronica do tambaqui ao azametifos (Tabela 8), exceto para
a variavel pH em de Oh e 3 dias, que apresentou reducdo significativa entre os
tratamentos em relacdo ao controle (Tabela 6). Assim, qualidade de dgua permaneceu
dentro das recomendacfes da ABNT NBR 15499 (2016) para ensaios de toxicidade
cronica.

A variavel de condutividade elétrica na fase inicial do ensaio estava alta devido a
presenca amonia (tabela 9) na agua antes da aplicacdo do produto. Provavelmente
devido as fezes e as excretas nitrogenadas dos peixes durante o periodo de aclimatacdo
dos animais. Desse modo o N-Amoniacal como parte destes nutrientes solubilizados
aumentam a condutividade elétrica. Apds a aplicacdo sequencial do azametifos por sete
dias consecutivos, a condutividade elétrica ndo teve alteracdes significatvivas e 0s
valores obtidos se mantendo dentro dos padrdes da norma da ABNT (2016) (Tabela 8).

Tabela 8. Médias + desvio padrdo e analises estatistica de qualidade de agua para o
teste de toxicidade crbnica para o tambaqui, C. macropomum.
Temperatura (°C)

Concentrag&o Oh 1DAA 3DAA 7DAA
(mg L)
0,0 28,60+025a  285:005b  296:005a  30,3:0,10a
0,042 286:026a  28,6:000ab 294:005b  30,20,00a
0,21 282+011a  28,6:000ab 294000b  30,0+0,05b
0,42 287+052a  28,6£000ab 294+000b  30,2+0,00 ab
0,84 287+004a  288+010a 294:000b  30,2+0,05ab
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DMS (5%) 0,82 0,18 0,13 0,17
CV 1,07 0,23 0,17 0,2
F 1,22N8 5,93NS 9,13* 6,08*
Condutividade elétrica (uS cm™)
Concentragéo Oh 1DAA 3DAA 7DAA
(mgL™)
0,0 440,3+209,4a 177,1+417a 1458+268a 150,7#39 a
0,042 310,4+159,2a 159,7+19,0a 144,7+176a 149,0+2,0 a
0,21 669,3+2335a 169,8436a 146,3+158a 154,8+6,3 a
0,42 758,3+2751a 202,5+16,6a 1458+0,36a 152,6+0,8 a
0,84 304,9+70,6a  153,5¢8,1a 146,9+1,15a 154,2+3.8 a
DMS (5%) 543,4 59,54 4,39 10,42
CV 40,71 12,84 1,12 2,54
F 3,178 2,228 0,778 1,16NS
Oxigénio dissolvido (mg L)
Concentragéo OH 1DAA 3DAA 7DAA
(mgL™)
0,0 2,2423a 3,5¢1,2a 3,5¢0,9 a 3,4+1,6a
0,042 2,8+1,7 a 39+12a 4,440,4 a 3,5+1,0a
0,21 2,4+13a 3,9+0,5a 3,9+0,6 a 3,2+1,3a
0,42 32+06a 3,9+0,6 a 42403 a 3,7¢0,6 a
0,84 2,04+0,8 a 4,0£0,3 a 4,040,2 a 3,0+0,6 a
DMS (5%) 41 2,32 1,53 3,02
CV 60,23 22,38 14,05 33,43
F 0,34NS 0,14Ns 1,18N8 0,18\
pH
Concentragéo OH 1DAA 3DAA 7DAA
(mgL™)
0,0 9,1+0,24 a 8,2t005a  8,6+0,05a 8,5+0,26 a
0,042 8,6+0,05ab  8,2+0,05a  8,4+0,05b 8,3+0,05 a
0,21 8,5+0,00 b 8,3+0,00a  8,4+0,00 hc 8,3+0,05 a
0,42 8,4+0,00 b 8,3t0,00a  8,4+0,00 hc 8,3+0,05 a
0,84 8,5+0,10 b 8,2¢0,00a  8,3+0,05¢ 8,3+0,00 a
DMS (5%) 0,61 0,12 0,12 0,33
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CV 2,63 0,54 0,52 1,51
F 4,51* 0,50NS 19,67* 1,15NS

NSN30 Significativo. * Significativo a 5% de probabilidade. Médias com a mesma letra
mindscula na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey
(p>0,05).

Tabela 9. Médias + desvio padrdo e analise estatistica de aménia para o teste de
toxicidade cronica para o tambaqui, C. macropomum.

Concentracéo (mg L) 1DAA 3DAA 7DAA
0,0 343,11+108,11 a 747,2+300,9 a 985,8+282,5 a
0,042 293,89+78,64 a 610,9+196,3 a 824,5+220,7 a
0,21 595,72+206,22 a 1086,0+419,5 a 1338,0+519,0 a
0,42 519,41+40,44 a 852,1+89,4 a 1181,9+120,9 a
0,84 574,68+243,97 a 1045,1+292/4 a 1369,8+455,9 a

DMS (5%) 418,99 758,8 946,59

Ccv 33,5 32,52 30,9
F 2,35NS 1,50NS 1,31NS

NSN&o Significativo. Médias com a mesma letra mintscula na coluna ndo diferem
estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (p>0,05).

Na analise histoldgica as branquias dos animais do controle apresentaram padrao
de peixes neotropicais e de outras espécies, constituida por uma lamela primaria de onde
partem as lamelas secundarias, com espaco interlamelar. Tanto as lamelas secundarias
como o espaco interlamelar composto por células de sustentacdo, células mucosas
(secretoras de muco substanciais), células cloretos e tecido conjuntivo de sustentacdo
similar ao padrdo de outros peixes teledsteos como o pacu (P. mesopotamicus) (Santos
etal., 2015)

Nos peixes expostos a concentragdo 0,021 mg L™ de azametifds a estrutura foi
similar ao controle, porém ocorreu perda da capacidade de sustentagdo das lamelas
secundarias e aumento da estase sanguinea (Figura 6).

Em 0,042 e 0,42 mg L ocorreu aumento da estase sanguinea e em algumas
lamelas foi possivel observar a presenca de aneurisma no &pice, desorganizacdo ou
necrose das celulas do espaco interlamelar e fusdo do apice da lamela secundaria. Em
0,84 mg L, foi similar as concentracdes anteriores, porém apresentou diminuigio do

epitélio interlamelar e estase sanguinea mais evidente. Essas alteracdes sdo similares as
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observadas em branquias de alevinos de tilapia (O. niloticus) expostos a 3,0 a 16,0 mg
L de diflubenzuron (DFB); e em pacu (P. mesopotamicus) expostos a 35,0 mg L de
atrazine (Abe et al., 2019; Santos et al., 2015).

Os efeitos causados pelo azametifos foram mais leves do que os observados em O.
niloticus exposta a 0,0088 mg L ~* carbofuran que foram: pacu (P. mesopotamicus)
exposto a 3,0 mg L " do herbicida glyphosate, edema subepitelial (Shiogiri et al., 2012),
em O. niloticus exposta a 10,0 mg L  do inseticida temefds com edema branquial (Abe
et al., 2019), congestdo sanguinea, aumento do epitélio interlamelar e perda da
capacidade de sustentacdo a organizacdo branquial (Américo-Pinheiro et al., 2020).

Porém as concentracdes de 0,21 a 0,84 mg de azametifés L ! as alteracdes foram
consideradas severas, similares as descritas para O. niloticus exposta a 3,0 mg L * de
diflubenzuron, que apresentaram perca de sustentacdo das lamelas e aneurisma (Abe et
al., 2019).

Esses eventos, podem estar associados a um processo fisiolégico em resposta a
toxicos que resultam em uma diminuicdo de contato entre 0 sangue e a &gua, e pode
levar a insuficiéncia de suprimentos de oxigénio no sangue, que devidos aos danos no
epitélio branquial, diminuem as trocas gasosas, causando distarbio no sistema
respiratorio (Barillet et al. 2010; Tilak e Kumari, 2009).

O aneurisma de branquia é uma grave patologia resultante do colapso da célula pilar
so sitema e pode prejudicar a integridade vascular e causar rupturas do epitélio e
subsequentes hemorragias e pode ser irreversivel as branquias dos peixes (Hinton e
Laures, 1990; Nascimento et al. 2012).
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Figura 6. A. Branquia controle de Tambaqui (40x). B. Concentragdo 0,042 mg L de

azametifds, perda da capacidade de sustentacdo das lamelas secundarias (40x). C.

Concentragdo 0,42 mg L™ de azametifés, aumento da estase sanguinea nas lamelas

(40x). D. Concentragdo 0,84 mg L de azametifés, diminuicdo do epitélio interlamelar
(40x).

O figado do tambaqui do controle da exposicdo ao azametifds, possui organizacao
cordonal dos hepatdcitos. A partir das veias centrais, formam-se os capilares sinuséides
contendo em suas margens grupos de hepatdcitos. Estes possuem formato levemente
arredondado e o nucleo descolado para a periferia da célula. No citoplasma é possivel
identificar depdsitos de glicogénio (PAS-Positivo). Também em algumas amostras
histologicas foi possivel identificar a presenca do pancreas exocrino envolvendo
algumas veias centrais (Figura 7).

Nas concentragfes 0,021 e 0,042 mg Lt ocorreu aumento do didmetro dos capilares
sinusoides e aumento no volume dos hepatocitos (hipertrofia), com desorganizacdo do
arranjo cordonal dos hepatdcitos, em algumas regiées o nucleo com picnose e inicio de
processo de necrose hepatica. Onde a hipertrofia dos hepatdcitos com deslocamento do

nacleo paraa periferia da célula, que ocorre devido ao nimero de organelas, como o
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lisoreticulo endoplasmatico e complexo de Golgi que séo responsavel pelo metabolismo
de toxinas (Ba-Omar et al. 2011; Carraschi et al. 2012).
Na concentragdo 0,42 mg L™ e 0,84 mg L™ foi similar aos demais, com picnose do

nucleo dos hepatdcitos. Estas alteracdes hepaticas também ocorreram em O. niloticus
exposta por 7 dias a 0,0440 e 0,0888 mg de carbofuran L™ (Américo-Pinheiro et al.,
2020).

Figura 7. A. Figado controle de Tambaqui (40x). B. Concentracdo 0,042 mg L* de
azametifds, aumento do didmetro do capilar sinusdide e aumento no volume dos
hepatdcitos (40x). C. Concentracdo 0,42 mg L de azametifds, desorganizagdo do
arranjo cordonal dos hepatdcitos (40x). D. Concentracdo 0,84 mg L de azametifos,
nucleo com picnose e inicio de processo de necrose hepatica (40x).
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Figura 8. E e F. Figado controle de Tambaqui, presenca do canal biliar e pancreas
exocrino (40x).

Esses eventos, portanto, podem ser associados ao mecanismo de defesa contra
toxicos circundantes, uma vez que o figado é o principal local do processo de
desintoxicacdo, as alteragdes ocorrem na tentativa de eliminar o produto durante o
processo de desintoxicacdo (Abe et al., 2019).

O rim de tambaqui é formado histologicamente por tabulos contorcidos distais,
proximais, com glomérulos e presenca de tecido hematopoiético. Nestas estruturas
ocorre a presenca de tecido conjuntivo frouxo muito delgado e células intersticiais. O
glomérulo € revestido pela capsula glomerular, composta por tecido conjuntivo delgado.
Os tubulos contorcidos distais sdo compostos por epitélio prismatico simples ciliado.
Suas células apresentam nucleo basofilo e citoplasma acidéfilo, enquanto, dos tubulos
proximais sdo arredondados e suas células s&o menos reativas ao padrdo acidofilo-

basdfilo (Figura 9).

Na concentragio 0,021 e 0,042 mg L™ de azametif6s, ocorreu diminuicdo do volume
glomerular, com desprendimento da capsula glomerular. Nas concentragdes 0,42 e 0,84
mg L™ além das alteracdes anteriores também ocorreu desorganizacdo da estrutura de
sustentacdo dos tubulos contorcidos, apresentando necrose de células dos tubulos.

Os resultados do presente trabalho foram similares aos encontrados por Mishra et al.
(2008) para Channa punctatus (Bloch) sem exposicdo de produto apresentou no rim na
histologia do tronco, o componente excretor caracterizado pelos tubulos renais e
capsulas de Bowman com glomérulos distribuidos no intersticio dos tecidos

hematopoiéticos. Os resultados da exposicdo aguda ao cromo 40 mg L™ alterou os
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componentes do tronco do rim, sendo observado hipertrofia das células epiteliais dos

tibulos renais com a consequente reducao de limens intubulares.
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Figura 9. A. Rim controle do tambaqui, presenca de glomérulos (40x). B. Concentracdo
0,042 mg L* de azametifos, presenca de glomérulos, diminuicdo do volume glomerular.
C. Concentragdo 0,42 mg L* de azametifés, presenca de glomérulos, desorganizagdo da
estrutura de sustentacdo dos tubulos contorcidos (40x). D. Concentracdo 0,84 mg L™ de
azametifds, presenca de glomérulos, necrose de células dos tibulos (40x).

O tecido nervoso central dos peixes controle é formado por neurénios e células da
glia. Os neur6nios ocupam determinadas regides do encéfalo (SNV). A regido de cOrtex
cerebelar é formada por suas camadas: molecular e granulosa, no limite entre as duas
camadas ocorre a presenca de células de Purkenji (Figura 10). A camada granulosa é
formada por pequenos corpos de neurbnios. Os espacos claros entre as células
granulosas é o local onde ocorre as sinapses celulares. Na camada molecular estdo
visiveis corpos dos neurdnios, os axonios e as sinapses, além das células de glia. Na

regido do mesencéfalo abaixo da camada granulosa, é possivel observar a regido
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ependimaria, composta por células ependimares que reveste 0s ventriculos do cérebro.
Este epitélio de revestimento simples é formado por células cubicas ciliadas.

Na concentragdo 0,042 mg L™ e 0,21 mg L? foram similares ao controle. E nas
concentragdes 0,42 mg L e 0,84 mg L ocorreu estase sanguinea no interior da camada
molecular (Figura 10).

Figura 10. A. Cérebro controle do tambaqui. (M:Camada molecular e G: Camada
granulosa) B. Concentracdo 0,042 mg L de azametifés, sem alteracdes. C e D.
Concentracéo 0,42 e 0,84 mg L™ de azametifds, estase sanguinea no interior da camada
molecular (40x).

4. Conclusao

A toxicidade relativa do azametifds indica efeito muito toxico para os bioindicadores
caramujo e zebrafish e para o tambaqui (C. macropomum). Em exposi¢do cronica o
inseticida apresentou efeito subletal com alteracbes histopatolégicas nos principais

tecidos do peixe.
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Resumo

O objetivo deste estudo foi determinar o perfil hematoldgico e histopatologico
do organismo alvo, tambaqui (C. macropomum), submetido ao ensaio de simulacdo de
tratamento com azametifos e a recuperacdo. Os exemplares de tambaqui com peso entre
95,0 a 100,0 g, foram aclimatados e alimentados com racdo comercial. O ensaio de
simulacdo de tratamento e recuperacao foi realizado em triplicata, montado em caixas
contendo 60,0 litros, com aeracdo e fluxo continuo. Cada réplica continha 6 exemplares
expostos ao azametifos e ao final de sete dias foram coletados trés peixes de cada caixa.
Posteriormente, os outros organismos foram mantidos nas caixas por mais 21 dias sem
aplicacdo de produto para avaliacdo de recuperacdo. As concentracfes aplicadas no
ensaio de 0,042 mg L, 0,21 mg L, 0,42 mg L, 0,84 mg L™ e controle. Para analises
hematoldgicas, amostras de sangue dos peixes, foram coletadas por punc¢édo caudal. As
amostras foram usadas para determinar as seguintes variaveis: hematdcrito (Ht) teor de
hemoglobina (Hb) contagem de globulos vermelhos (RBC) e célculo dos indices
hematimétricos: volume corpuscular médio (MCV), concentracdo média de
hemoglobina corpuscular (MCHC) e hemoglobina corpuscular média (HCM). Foram
coletadas amostras de branquias, cérebro, figado e rim dos animais e imersos em

solucéo fixadora de formol (10%) e seguiu-se a rotina histoldgica convencional. Apos
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21 dias de recuperacgdo, 0s organismos apresentaram aumento das taxas de VCM, HCM
e CHCM em relacdo aos peixes avaliados apds 7 dias de tratamento de azametifds. Para
os leucocitos, ocorreu aumento de nimero de mondcitos, neutrdfilo e linfdcitos apo6s 7
dias de aplicacdo do azametifds. Apds 21 dias de recuperacdo houve diminuicdo dos
leucdcitos em todas as concentracfes em relagdo ao controle, mostrando que o tempo de
21 dias foi eficaz para a recuperagdo dos peixes. Para as analises histologicas com 7 dias
de tratamento, todos as amostras apresentaram alteracGes significativas em relacdo ao
controle. Ap6s os 21 dias de recuperacdo do tratamento, as andlises histoldgicas
demonstraram que o tecido nervoso e hepatico apresentou 100% de recuperacdo em
todas as concentracOes testadas. Nas branquias, apenas nas concentracdes 0,042 e 0,21
mg L ocorreu recuperagio das lamelas branquiais e no tecido renal as células ndo
foram recuperadas ap06s os 21 dias. Assim, 0 ensaio de simulacdo de tratamento com o
azametifds causa alteracGes histopatoldgicas transitorias, com recuperacdo dos tecidos

branquiais, nervoso, hepético e do sangue apos 21 dias.

Palavras-chaves: Sangue, histologia, peixe, pesticida.

Abstract

The aim of this study was to determine the hematological and histopathological
profile of the target organism, tambaqui (Colossoma macropomum), submitted to the
azametiphos treatment simulation test and recovery. The tambaqui specimens weighing
between 95.0 to 100.0 g, were acclimated and fed with commercial feed. The treatment
and recovery simulation test was performed in triplicate, assembled in boxes containing
60.0 liters, with aeration and continuous flow. Each replica contained 6 specimens
exposed to the azametiphos product for 7 consecutive days. Three fish were collected
from each box. Subsequently, the other organisms were kept in the boxes for another 21
days without application of product for evaluation of recovery. Test concentrations of
0.042 mg L%, 0.21 mg L%, 0.42 mg L?, 0.84 mg L™ and control. For hematological
analyzes, blood samples from the fish were collected by caudal puncture. The samples
were used to determine the following parameters: hematocrit (Ht) hemoglobin content
(Hb) red blood cell count (RBC) and calculation of hematimetric indices: mean
corpuscular volume (MCV), mean concentration of corpuscular hemoglobin (MCHC)

and hemoglobin mean corpuscular (HCM). Samples of gills, brain, liver and kidney
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were collected from the animals and immersed in a formaldehyde fixing solution (10%)
and the conventional histological routine was followed. After 21 days of recovery, the
organisms showed increased rates of VCM, HCM and CHCM in relation to the
hematological profile during the 7 days of treatment of azametiphos. For leukocytes,
there was an increase in the number of monocytes, neutrophils and lymphocytes after 7
days of azametiphos application. After 21 days of recovery, there was a decrease in
leukocytes in all concentrations compared to the control, showing that the 21-day time
was effective for the recovery of fish. For histological analyzes with 7 consecutive days
of azametiphos treatment, all samples showed significant changes in relation to the
control. After 21 days of recovery from treatment, histological analysis showed that
nervous and hepatic tissue showed 100% recovery of cells at all concentrations tested.
In the gills, only 0.042 and 0.21 mg L recovered the gill lamellae and in the renal
tissue, the cells were not recovered after 21 days. Thus, the azametiphos treatment
simulation test causes transient histopathological changes, with recovery after 21 days
without application, in the branchial, nervous, hepatic and blood tissues and not causing
significant hematological changes in tambaqui, however azametiphos has been shown to

cause no damage to tambaqui.

Keywords: Blood; histology; fish; pesticide.

1. Introducdo

O monitoramento de ambientes aquaticos é um processo importante e necessario
no gerenciamento dos recursos naturais, pois oferece a oportunidade de diagnosticar 0s

possiveis impactos causados pela a¢do antrépica (Castro et al., 2019).

Em ambientes desfavoraveis, 0s peixes sS40 expostos a Varios agentes
patogénicos em que seu sistema de defesa desempenha um papel importante (Mohebbi
et al., 2011; Dorucu et al., 2009). Contudo na maioria das vezes ém necessario a

intervencdo e o tratamento com produtos quimicos.

Na aquicultura, os inseticidas organofosforados (OPs) sdo os mais utilizados
para o controle de larvas de insetos predadores de peixes e eliminacdo de ectoparasitos
(Mataqueiro, 2002; da Rocha, 2009). Entretanto devido ao fato de escassez de
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conhecimento, grandes quantidades de organofosforados sdo utilizadas nos ambientes
aquaticos e os peixes sdo frequentemente expostos a estas substancias bioacumulativas
(Dores; De-Lamonica, 2001; Canello Schalch et al., 2005).

O organofosforado azametifos é aplicado em alguns paises produtores de
salmonideos no Oceano Atlantico e no Chile, para tratamento contra varias espécies de
piolhos do mar (Aaen et al.,, 2015). Os organofosforados inibem o efeito da
acetilcolinesterase (AChE), levando a um acumulo de acetilcolina na fenda sinaptica
(Casida e Durkin, 2013). Isso atrapalha os impulsos neurais normais e os piolhos ficam

paralisados e caem do peixe.

Os compostos organofosforados tém sido amplamente utilizados como
inseticida, acaricida e compostos anti-helminticos por varias décadas. O triclorfon
[acido fosfonico, (2,2,2-tricloro-1-hidroxietil) -dimetil éster] pode ser oral, topicamente
ou parenteralmente usados para controlar parasitas em varias espécies animais. E
empregado em tratamentos de peixes de agua doce infestados por Argulus sp., Ergasilus
sp., Lernea sp., Dactylogyrussp., Trichodinas sp. e contra piolhos do mar no salméo, em

carpas, trutas e enguias. (Burridge et al. 2010);

Os ensaios de recuperacdo podem contribuir para observar desequilibrios do
metabolismo antioxidante expostos a Spirulina platensis (Marigoudar et al. 2013;
Bacchetta et al. 2014; Abdelkhalek et al. 2015). Alguns 0rgdos sdo altamente
responsivos a exposicdo quimica, como branquias, que sdo os primeiros 6rgdos em
contato com o ambiente e a agua e figado, que desempenha um papel vital no

metabolismo e desintoxicacao de estressores quimicos (Venturini et al., 2019).

Neste contexto de monitoramento das alteracdes por farmacos, a hematologia
consiste em estudar as alteracdes dos padrdes e possiveis disturbios morfologicos das
células existentes no sangue. Seu estudo é baseado pela quantificacdo de eritrécitos,
leucdcitos e trombocitos (Tavares-Dias; Moraes, 2004), assim como nos demais
componentes existentes tais como, proteina plasmatica, hemoglobina, entre outros. Os
pardmetros sanguineos assim como bioquimicos e enzimaticos, auxiliam na condugéo

de estudos sobre contaminagdo ambiental (Silva et al. 2012).

Segundo Adhikari et al. (2004), os parametros hematol6gicos podem ser

considerados com indicadores fisio-histopatologicos de um corpo como todo, sendo
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assim, uma das pecas fundamentais para o diagndéstico da funcionalidade do sistema do
peixe exposto a um contaminante. A utilizagdo da hematologia como biomarcador
ambiental, pode permitir uma avaliacdo mais rapida da saude dos organismos, podendo
ser indicadores da exposicao ou de efeito de xenobioticos (Mayer et al., 1992; da Rocha,
2009). Além disso, analises hematologicas auxiliam na determinacéo da fisiologia de
um organismo e pode refletir indicadores ambientais e os efeitos toxicos de produtos
quimicos (Gabriel et al. 2007; Ghaffar et al. 2014).

Outra ferramenta sdo as analises histologicas, importantes como biomarcadores
na avaliacdo dos efeitos subletais de contaminantes ou patégenos. Além disso, as
mudancas histoldgicas fornecem uma resposta rapida para auxiliar naidentificacdo de
estressores e detectar seus efeitos nos tecidos (Bernet et al. 1999; Moon et al. 2006;

Figueiredo-Fernandes et al. 2007).

Baseado nas premissas de boas praticas de manejo, o desenvolvimento e
prospeccdo de novas moléculas é fundamental na tomada de decisdo sobre o
desenvolvimento da piscicultura brasileira. O azametifds possui registro em outros

paises, mas é necessaria sua avaliacdo em condi¢Ges e modelos bioldgicos brasileiros.

O tambaqui, Colossoma macropomum, é um peixe nativo da bacia amazonica
de grande importancia econdmica (Matsuo; Wood; Val, 2005; Salazar-Lugo et al.,
2011) e se destaca como a espécie mais cultivada no Brasil (MPA, 2011). Este peixe
tem sido utilizado como bioindicado em estudos da qualidade ambiental e tem potencial

nos estudos ecotoxicologicos.

O tambaqui foi utilizado em estudos de toxicidade com o dicloreto de paraquate
(Salazar-Lugo et al., 2011) e herbicida ndo-seletivo a base de glifosato (Braz-Mota et
al., 2015). Diante disto, estudos utilizando o tambaqui sdo necessarios devido a sua
ampla criacdo comercial no Brasil bem como em outros paises da América do Sul
(Ferri, 2019). Assim, 0 objetivo deste estudo foi determinar o perfil hematoldgico e
histopatoldgico do organismo alvo, tambaqui (C. macropomum), submetido ao ensaio

de simulagdo de tratamento com azametifos e recuperagédo, apos 21 dias.

2. Material e Métodos
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Para realizacdo dos ensaios de toxicidade foi utilizado o ingrediente ativo
azametifds C19H10CIN2OsPs, CAS. 35575-96-3, que pertence ao grupo quimico dos
organofosforados da classe dos inseticidas, com classificagdo toxicologica Il —
moderadamente toxico. O produto é solivel em &agua e sua composicdo € de:
Azametifds 1,0 % p/p + atrativos e veiculo (inertes).

O projeto passou por aprovacdo na Comissdo de ética no uso de animais — CEUA no
Centro Universitario da Fundacdo Educacional de Barretos — UNIFEB, protocolo n°
06_2019.

2.1. Simulacéo de tratamento e recuperacéo do organismo alvo tambaqui (C.
macropomum)

Os exemplares de tambaqui (C. macropomum), com peso entre 95,0 + 5,0g,
foram aclimatados em sala de bioensaio em caixas de 250,0 L com sistema de aeracéo
continua promovido por bombas de ar, com temperatura a 25,0 + 2,0 °C, com
fotoperiodo de 12 horas, e alimentados com 2,5% do valor do peso total dos animais,

uma vez ao dia, com racao comercial (28,0 a 32,0% de proteina bruta), durante 30 dias.

O ensaio de simulacdo de tratamento e recuperacdo foi realizado em triplicata,
em caixas de 60,0 litros, com aeracdo e fluxo continuo. Cada réplica continha 6
exemplares expostos ao produto azametifds por 7 dias e o controle, adaptados a norma
da ABNT NBR 15499:2007. Foram coletados trés peixes de cada réplica de cada
tratamento. Posteriormente, os outros organismos foram mantidos nas caixas por mais

21 dias sem aplicacdo de produto para avaliacdo de desintoxicagéo.

As concentracdes aplicadas no ensaio foram definidas através do ensaio de
toxicidade aguda. Através da determinagdo da CL50%(48h) de 1,40 mg L 1, com limite
inferior de 0,96 e superior de 2,10 mg L 1, as concentracdes foram determinadas a partir
do valor do limite superior, que foi dividido por 5, 10, 50 e 100, determinando o valor
das novas concentragdes aplicadas no ensaio de 0,042 mg L ,0,21mgL %, 0,42mgL "

10,84 mg L " e controle.

2.2. Anélises hematologicas

Para andlises hematoldgicas, amostras de sangue dos peixes (1 mL), foram
coletadas por puncdo caudal, utilizando-se seringa e agulha heparinizadas. As amostras

foram usadas para determinar os seguintes parametros: hematocrito (Ht) (técnica do

41



Isabella Alves Brunetti Oreientadora: Dra. Maria José Tavares Ranzani de Paiva
Co-orientador: Dr. Claudinei da Cruz

microhematdcrito), teor de hemoglobina (Hb) (método da cianomethemoglobina),
contagem de globulos vermelhos (RBC) (com camara Neubauer) e célculo dos indices
hematimétricos: volume corpuscular médio (MCV), concentracdo media de
hemoglobina corpuscular (MCHC) e hemoglobina corpuscular média (HCM) (Ranzani-
Paiva et al. 2013).

Imediatamente ap6s a coleta do sangue, foram confeccionadas extensoes,
posteriormente coradas pelos corantes May-Grunwald-Giemsa (MGG), realizadas as
contagens de eritrdcitos, leucdcitos totais e diferenciais (WBC) e de trombdcitos
(Tromb) pelo método indireto (Hrubec e Smith, 1998). O teor de proteinas totais no

plasma foi determinado usando um refractémetro.

As analises hematoldgicas foram analisadas em dois momentos: ap6s 7 dias de

tratamento e ap06s 21 dias de recuperacéo.

2.3. Andlises histopatoldgicas

As amostras foram coletadas em dois momentos do experimento, primeiro apos
7 dias de exposicdo e depois apds 21 de recuperacdo foram coletadas amostras de
branquias, cérebro, figado e rim dos animais sobreviventes. Os 6rgdos foram retirados,
seccionados longitudinalmente e imersos em solucdo fixadora de formol (10%) por 24

horas.

Apos a fixacdo, os fragmentos passaram por desidratacdo, diafanizacdo e inclusdo
em Histosec® (Merck). A seguir, foi realizada a microtomia em micrétomo manual,
obtendo-se cortes de 3 a 5um de espessura, corados com Hematoxilina-Eosina e PAS
(&cido periddico de Schiff) (Behmer et al., 1976).

3. Resultados e Discussao

Apos 7 dias de exposicdo diarias ao azametifos e apds 21 dias de recuperagdo 0s
pardmetros hematoldgicos dos animais ndo apresentaram diferengas significativas entre

as concentracdes avaliadas (Tabela 1 e 2).
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Tabela 1. Valores médio desvio (n=30) dos parametros sanguineos (série vermelha) em juvenis de tambaqui (C. macropomum), submetidos as concentracdes
(mg L) de Azametifés e recuperacéo de 21 dias apés aplicacéo.

. Aplicacdo de azametifos
Parametros

Controle 0,042 mg L* 0,21mgL? 0,42mgL? 0,84mgL?! | DMS CcvV F
Eritrocitos (x 10%/uL) 262,00 a 226,00 a 261,66 a 236,91 a 261,25 a 151,66 35,83 0,22\
Hemataocrito (%) 27,61a 26,60 a 28,95 a 29,80 a 29,63 a 4,08 8,44 1,96NS
Hemoglobina (g/dL) 7,06 a 6,20 a 7,22 a 7,28 a 6,54 a 2,52 21,71 0,60NS
Proteina Total 3,03a 2,88 a 321a 3,06 a 291a 0,84 16,43 0,43NS
CHCM (g/dL) 25,46 a 23,34 a 25,26 a 24,49 a 21,78 a 8,34 20,43 0,58Ns
HCM (pg) 0,000027 a 0,000038 a 0,000031 a 0,000040 a 0,000025a | 0,0000 64,42 0,61NS
VCM (fL) 0,010 a 0,015a 0,013 a 0,018 a 0,012 a 0,018 75,74 0,49NS

Recuperagédo

Eritrécitos (x 108/uL) 246,83 a 232,25 a 24391 a 198,08 a 144,08 a 159,45 44,14 1,26NS
Hemataocrito (%) 30,21 a 28,30 a 23,18 a 32,13 a 24,88 a 10,89 23,16 1,98NS
Hemoglobina (g/dL) 7,09 a 7,60 a 8,17 a 8,02 a 6,67 a 3,33 26,16 0,62NS
Proteina Total 2,73 a 2,68 a 2,95a 3,16a 2,85a 1,33 27,46 0,36NS
CHCM (g/dL) 23,58 b 26,59 ab 36,00 a 24,97 ab 22,31b 12,15 26,85 3,46*
HCM (pg) 0,000032 a 0,000036 a 0,000046 a 0,000048 a 0,000048a | 0,0000 66,42 0,41NS
VCM (fL) 0,013 a 0,014 a 0,014 a 0,019 a 0,018 a 0,017 64,14 0,44NS

MCV: volume corpuscular médio, MCH: hemoglobina corpuscular média, MCHC: hemoglobina corpuscular média concentracdo; CV:
Coeficiente de variagéo.
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Tabela 10. Valores médio desvio (n=30) dos parametros sanguineos (série branca) em juvenis de tambaqui (C. macropomum), submetidos as concentracdes
(mg L) de Azametifés e recuperacédo de 21 dias apés aplicagéo.

Aplicacao de azametifds

Parametros Controle  0,042mgL?' 02lmgL? 042mgL? 084imgL?! | DMS (5%) CVv F
Linfocito 94956,4 a 87907,4 a 106351,6 a 107391,4 a 85164,6 a 82733,7 50,63  0,26NS
Mondcito 57359,6 a 59890,6 a 54978,3 a 56883,1 a 64515,1a 42821,9 43,00 0,13\
Neutrofilo 14788,8 a 13017,6 a 24580,3 a 20608,1 a 31437,8 a 28728,8 81,11 1,17NS

Eosinofilo 94854,3 a 65184,1 a 754231 a 1637615 a 80132,3 a 224739,0 138,25 0,53

Trombdcitos 654918,3 a 565000,0 a 653833,3a  592291,6a  653125,0a 379400,7 3586  0,22NS

Recuperacao
Linfocito 135993,4 a 101612,0 a 113640,3 a 100842,9 a 65854,0 a 86684,6 49,35  1,48NS
Mondcito 66576,0 a 55822,3 a 46417,8 a 60335,8 a 37177,0a 48499,7 53,69  0,99NS
Neutrofilo 13839,0 a 119710 a 153455 a 10738,8 a 112456 a 13743,9 64,18  0,34NS
Eosindfilo 50805,5 a 5954,0 a 61110,5 a 33501,0 a 19859,5 a 42514,1 55,76 3,03*

Trombdcitos 637464,1a 5773255 a 602389,5a  502544,1a 3515200 a 398891,0 44,03 1,408

CV: Coeficiente de variacéo.
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As analises hematoldgicas ap6s 7 dias de aplicacdo do azametifos, tanto para
a série vermelha para a série branca ndo apresentaram diferengas significativas em

relacdo ao controle.

Para as andlises de recuperacdo (21 dias sem aplicacdo do azametifds) para a
série vermelha apenas a analise de CHCM apresentou diferenca significativa, na
concentragéo 0,021 mg Lt com 36,00 g/dL. Semelhante aos valores de CHCM foram
significativamente maiores no pacu (Piaractus mesopotamicus) tratados com
toltrazuril e enrofloxacin, segundo Carraschi et al., 2016. O aumento de MCHC em
peixes tratados (Florfenicol + thiamethoxam) indicam hemolise, de acordo com
Thrall et al. (2006).

As analises histopatologicas demonstram que o figado dos tambaquis do
controle apresenta organizacdo cordonal dos hepatdcitos e capilares sinuséides que
se formam a partir das veias centrais. Os hepatdcitos apresentam formato hexagonal
levemente arredondado, com citoplasma claro, nacleo pouco basoéfilo e nucléolo
evidente. Na avaliacdo da reacdo de acido periodico de Schiff foi detectado a
presenca de granulos de glicogénio no citoplasma dos hepatocitos. Demostrando as
mesmas caracteristicas descritas por Carraschi et al. (2016) para o pacu.

ApOs 7 dias de exposicdo, as concentragdes de 0,042; 0,21 e 0,42 mg Lt mg
L, ocorreu hipertrofia dos hepatdcitos e aumento do didmetro dos capilares
sinusoides. Similar a hipertrofia dos hepatdcitos descrita por Carraschi et al., (2016)
em pacu apds tratamento com 3,0 mg L™ toltrazuril, cinco dias, e a 90,0 mg L™
enrofloxacina, 7 dias. Na concentracdo 0,84 mg L™ foi observado desarranjo na

estrutura cordonal dos hepatdcitos.

Ap0s os 21 dias de recuperacgdo, com 0,042 mg L, a estrutura histolégica do
figado foi similar a do controle, porém permaneceu o aumento do volume celular
(hipertrofia) e aumento do didmetro do capilar sinusdide. Em 0,21 mg L %, 0,42 mg
Lt e 0,84 mg L?, os hepatdcitos ainda apresentaram hipertrofia e desarranjo na
organizacdo cordonal dos hepatdcitos. Diferindo dos dados de Ignécio (2018) que
observaram total recuperacdo do figado apds 30 dias de recuperacdo da exposicao ao

inseticida fipronil
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Figura 2. A. Figado controle de tambaqui. B. Concentracdo 0,042 mg L™ de azametifés,
ocorreu hipertrofia dos hepatécitos e aumento do didmetro dos capilares sinuséides. C.
Concentracdo 0,42 mg L™ de azametifés, desarranjo na estrutura cordonal dos hepatdcitos.

Figura 3. A. Figado controle de tambaqui. B. Concentracdo 0,042 mg L ap6s 21 dias de
recuperacdo sem aplicacdo de azametifos, permaneceu o aumento do volume celular
(hipertrofia) em algumas regides e aumento do didmetro do capilar sinusoide. C.
Concentracdo 0,84 mg L* ap6s 21 dias de recuperacdo sem aplicacdo de azametifds, os
hepatdcitos ainda apresentaram hipertrofia e desarranjo na organizacéo cordonal.

O tecido renal do tambaqui (C. macropomum) apresentaram as mesmas
caracteristicas sete dias ap0s exposicdo e 21 dias apos recuperagdo. Os glomérulos
sdo compostos por vasos sanguineos aferentes e eferentes anastomosados. Os tubulos
contorcidos proximais sao irregulares e sao revestidos por um epitélio cibico simples
ciliados. Os tubulos contorcidos distais sdo arredondados e possuem o0 mesmo tipo
epitelial. No estroma renal ocorre a presenca do tecido hematopoiético. As

concentragdes 0,042 mg L; 0,21 mg L  sdo similares ao controle (Figura 4).

A mesma descrigdo foi realizada por Carraschi et al., (2016) sobre o rim do
pacu. Apos sete dias de exposicdo, os peixes expostos a 0,21 e 0,42 mg L*
apresentaram desprendimentos dos glomérulos das capsulas glomerulares e aumento
entre as células dos tubulos contorcidos proximais e em 0,84 mg L™ a estrutura
glomerular apresentou desprendimento da céapsula e desarranjo da capsula
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glomerular. Essas alteracdes diferem de pacu ap6s tratamento com 3,0 mg L%
toltrazuril, 90,0 mg L™ enrofloxacina, antibidtico, por 5 e 7 dias, em que

ascaracteristicas histologicas demonstraram semelhantes aos do controle.

ApGs os 21 dias de recuperacdo, com 0,042 mg L, foi similar ao controle.
Na concentracdo 0,042 mg L 0,21 e 0,42 mg L 1, ocorreu desprendimento dos
glomérulos da capsula glomerular. Em 0,84 mg L™ apresentou aumento do
espacamento entre as células do tdbulo proximal. Esses dados diferem de Ignacio
(2018) que observaram pontos de vacuolizacao celular em rins de pacu apos 30 dias

de recuperagio apds exposicao de 0,64 mg L de fipronil.

Figura 4. A. Rim controle de tambaqui, presenca de glomérulos. B. Concentracao 0,42mg L
! de azametifos, similar ao controle, presenca de glomérulos. C. Concentragdo 0,84 mg L™ de
azametifds, ocorreu desprendimentos dos glomérulos das capsulas glomerulares e aumento
entre as células dos tubulos contorcidos proximais.

Figura 5. A. Rim controle de tambaqui, presenca de glomérulos. B. Concentragdo 0,21 mg
Lt apds 21 dias de recuperagdo sem aplicagdo do azametifés, foram similares ao controle e
ema algumas regides ocorreram desprendimento dos glomérulos da capsula glomerular C.
Concentracdo 0,42 mg L apds 21 dias de recuperacdo sem aplicacdo do azametifos,
aumento do espacamento entre as células do tabulo contorcido proximal.

A branquia do tambaqui (C. macropomum) é constituida por lamela primaria
formada por tecido cartilaginoso e tecido conjuntivo revestido por epitélio mucoso de
revestimento. Da lamela prim”sria partem as lamelas secundarias formadas por tecido
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conjuntivo de sustentacdo, revestido por células mucosas, células de sustentacéo
(pilares) e células cloreto. Essa descri¢do histoldgica é semelhante ao analisado por
Carraschi et al., (2016) em pacu.

Apbs 7 dias de exposicdo, na concentragdo 0,042 mg L ocorreu estase
sanguinea no interior da lamela secundéaria. Nas concentragdes 0,21; 0,42 e 0,84 mg
L ocorreu desarranjo da estrutura de sustentacdo da lamela secundaria. Diferindo ao
que foi apresentado por Guimardes et al. (2007), que expds tilapias (Oreochromis
niloticus) ao produto organofosforado triclorfon com concentracdo Unica de 0,25
ppm e 0s organismos expostos apresentaram edema e congestdo sanguinea proximos

as lamelas primarias.

Ap6s 21 dias de recuperagdo nas concentragdes 0,042 e 0,21 mg L7,
apresentaram similaridade ao controle, mostrando total recuperacdo das estruturas
branquiais. Na concentragdo 0,42 mg L™ ocorreu estase sanguinea na lamela
secundaria e desarranjo da estrutura de sustentagdo. Em 0,84 mg L™ ocorreu
desarranjo da estrutura de sustentacdo da lamela secundaria, mas a estrutura tecidual
apresentou recuperacdo apés 21 dias sem aplicacdo do produto azametifos.
Semelhante ao apresentado por Ignacio (2018) as amostras de pacu coletadas no 30°
dia de recuperacéo inseticida fipronil na concentragdo 0,64 mg L™, as branquias se

apresentaram totalmente recu perad as.
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Figura 6. A. Branquia controle de tambaqui. B. Concentracdo 0,042 mg L de azametifds,
ocorreu estase sanguinea no interior da lamela secundaria e desarranjo leve da estrutura de
sustentacdo da lamela secundaria. C. Concentracéo 0,21 mg L™ de azametifés, ocorreu estase
sanguinea no interior da lamela secundéria e desarranjo leve da estrutura de sustentacdo da
lamela secundéria. D. Concentragdo 0,42 mg L™ de azametifés, ocorreu estase sanguinea no
interior da lamela secundaria e desarranjo leve da estrutura de sustentacdo da lamela
secundaria

Figura 7. A. Branquia controle de tambaqui. B e C. Concentragdo 0,42 mg L* de
recuperacdo apés 21 sem aplicacdo do azametifds, ocorreu um acumulo de sangue na lamela
secundaria em algumas regides, com desarranjo da estrutura de sustentacdo. D. Concentracdo
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0,84 mg L, ocorreu desarranjo da estrutura de sustentacdo da lamela secundaria, mas a
estrutura tecidual apresentou recuperacao apés aplicacdo do produto azametifds.

O tecido nervoso central controle do tambaqui (C. macropomum) é formado
por neurdnios e celulas da glia. Os neurbnios ocupam determinadas regides do
encéfalo (SNV) e a regido de coértex cerebelar é formada por duas camadas:
molecular e granulosa, no limite entre as duas camadas ocorre a presenca de células
de Purkenji. A camada granulosa é formada por pequenos corpos de neurénios. Os
espacos claros entre as células granulosas € o local onde ocorre as sinapses celulares.
Na camada molecular estdo visiveis corpos dos neurénios, 0s axdnios e as sinapses,
além das células de glia. Na regido do mesencéfalo abaixo da camada granulosa, é
possivel observar a regido ependimaria, composta por células ependimares que
reveste os ventriculos do cérebro. Este epitélio de revestimento simples é formado

por células cubicas ciliadas (Figura 8).

Apo6s os 7 dias de tratamentos de azametifds na concentragdo 0,042 mg Lt a
estrutura foi similar ao controle, com leve estase sanguinea na camada molecular.
Nas concentragfes 0,21; 0,42 e 0,84 mg L™ ocorreu estase sanguinea na camada

molecular e na camada granulosa.

Apds 21 dias de recuperacdo em todas as concentracdes 0,042; 0,21; 0,42 e

0,84 mg L* apresentaram recuperagdo sendo todas similares ao controle.

Figura 8. A. Cérebro controle de tambaqui — Camadas: molecular (M) e granulosa (G). B.
Cérebro, concentracdo 0,042 mg L de azametifés, estrutura foi similar ao controle, com
leve estase sanguinea na camada molecular. C. Cérebro, concentracdo 0,21 mg L* de
azametifds, ocorreu estase sanguinea na camada molecular e na camada granulosa.
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Figura 9. A. Cérebro controle de tambaqui — Camadas: molecular (M) e granulosa (G). B.
Concentracdo 0,21 mg L* apés 21 dias de recuperacdo sem aplicacdo do azametifds,
apresentaram eficiéncia na recuperacéo dos organismos. C. Concentracdo 0,42 mg L apds
21 dias de recuperacdo sem aplicagdo do azametifds, apresentaram eficiéncia na recuperagao
dos organismos. D. Concentracdo 0,84 mg L™ ap6s 21 dias de recuperacéo sem aplicagdo do
azametifds, apresentaram eficiéncia na recuperacao dos organismos.

4. Concluséo

Assim, 0 ensaio de simulagdo de tratamento com o azametifés causa
alteracOes histopatologicas transitorias, com recuperagdo apos 21 dias sem aplicacdo,

nos tecidos branquiais, nervoso, hepatico, renal e sanguineo.

Concluséo Geral
A toxicidade relativa do azametifés indica efeito muito tdxico para o0s
bioindicadores caramujo, zebrafish e para o tambaqui (C. macropomum). Em
exposicdo cronica e na simulacdo de tratamento ao inseticida apresentou efeito
subletal com alteragdes histopatoldgicas transitorias nos principais tecidos do peixe,
porém com recuperacgdo apos 21 dias sem aplicacdo, nos tecidos branquiais, nervoso,
hepatico, renal e do sangue, ndo causando alteracdes hematoldgicas significativas,

sem causar danos ao tambaqui.
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