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RESUMO

O uso do fipronil como inseticida agricola tem crescido consideravelmente e sua aplicacao
indiscriminada tem intensificado a contaminag&o dos ecossistemas aquéticos, gerando alerta de
preocupacdo a saude dos peixes. Este estudo avaliou a toxicidade aguda do inseticida fipronil
no peixe neotropical Colossoma macropomum via respostas integradas de multiplos
biomarcadores. Os animais foram divididos em trés grupos: Controle (livre do contaminante);
F40 (expostos a concentragdo de 40 pg L) e F160 (exposto a 160 pg L), por 96 horas. Apds
exposicdo, amostras de sangue, figado, musculo, cérebro e branquias foram coletadas para
andlise de biomarcadores neurotoxicos, fisiolégicos, citogenéticos, bioquimicos e
morfologicos. A atividade da acetilcolinesterase aumentou no musculo dos animais expostos
ao grupo F160 em relagdo ao controle e F40, indicando distirbio na jungdo neuromuscular.
Embora 0 ndo comprometimento morfofuncional (lorg) do tecido cerebral, houve um aumento
no indice de lesdo individual (lat) para edema intracelular em F160, quando comparado ao
controle e ao F40, indicando acdo neurotoxica do inseticida. Ndo houve alteracGes na
morfologia branquial e densidade de iondcitos entre 0s grupos expostos, todavia, foi observado
uma desregulacdo osmo-ionica plasmatica, evidenciada pelo aumento do ion Na* no grupo
F160 em relacédo ao controle, diminuicdo de K™ de forma concentracdo dependente e aumento
na osmolalidade total em F40 quando comparado ao controle. N&o houve alteracéo para o ion
Cl apos exposicdo. Os parametros hematoldgicos, indices hematimétricos e leucocitos totais
decresceram de forma concentracdo dependente, indicando possiveis quadros de anemia e
infeccdo tecidual, além de poder levar a uma disfuncdo no transporte de gases. A frequéncia de
eritrocitos micronucleados ndo sofreu alteracdo apds a exposicdo, entretanto, o potencial
citogenotdxico do contaminante foi expresso através das alteragcBes nucleares eritrocitarias.
Embora o fipronil ndo tenha prejudicado a funcionalidade do tecido hepético, foi observado
alterac6es morfoldgicas do tipo alteracdo da arquitetura hepéatica nos grupos tratados em relacao
ao controle, e do tipo degeneracdo citoplasmatica entre tratados. A glicose plasmatica e o indice
hepatossomatico permaneceram inalterados apds a exposicdo. A reducdo nos niveis de
glicogénio hepatico de forma concentracdo dependente indicam interferéncia do contaminante
no metabolismo do peixe, sugerindo metabolizacdo de glicogénio nas células para manter os
niveis de glicemia normais. A normalidade do sistema de biotransformacdo GSH-GST e
biomarcadores de danos hepéticos (alanina-transaminase e bilirrubinas) demonstraram que a
integridade dos hepatdcitos e funcdo de biotransformacdo ndo foram afetadas pela acdo do
inseticida. A toxicidade do fipronil em C. macropomum ocorreu em diferentes concentragdes,
promovendo alteracfes morfofisioldgicas, neurotdxicas e fisioldgicas no organismo, com
preservacao da funcionalidade do 6rgdo analisados.

Palavras chave: neurotoxicidade, ecotoxicologia aquatica, biomarcadores, pesticida,
tambaqui.



ABSTRACT

The use of fipronil as an agricultural insecticide has significantly increased, and its
indiscriminate application has intensified the contamination of aquatic ecosystems, raising
concerns about fish health. This study evaluated the acute toxicity of the insecticide fipronil in
the neotropical fish Colossoma macropomum through integrated responses of multiple
biomarkers. The animals were divided into three groups: Control (free from the contaminant);
F40 (exposed to a concentration of 40 pug L-1); and F160 (exposed to 160 pg L-1), for 96 hours.
After exposure, blood, liver, muscle, brain, and gill samples were collected for analysis of
neurotoxic, physiological, cytogenetic, biochemical, and morphological biomarkers. The
activity of acetylcholinesterase increased in the muscle of animals exposed to the F160 group
compared to the control and F40, indicating a disturbance in the neuromuscular junction.
Although there was no morphofunctional impairment (lorg) of the brain tissue, there was an
increase in the Individual Lesion Index (lalt) for intracellular edema in F160, when compared
to the control and F40, indicating neurotoxic action of the insecticide. There were no changes
in gill morphology and ionocyte density among the exposed groups; however, plasma osmo-
ion regulation was disrupted, evidenced by an increase in Na+ ion in the F160 group compared
to the control, a concentration-dependent decrease in K+, and an increase in total osmolality in
F40 when compared to the control. There were no changes in chloride ion after exposure.
Hematological parameters, hematometric indices, and total leukocytes decreased in a
concentration-dependent manner, indicating possible anemia and tissue infection, potentially
leading to gas transport dysfunction. The frequency of micronucleated erythrocytes did not
change after exposure; however, the cytogenotoxic potential of the contaminant was expressed
through nuclear erythrocyte alterations. Although fipronil did not impair the functionality of
the hepatic tissue, morphological alterations such as changes in hepatic architecture were
observed in treated groups compared to the control, as well as cytoplasmic degeneration among
treated groups. Plasma glucose and hepatosomatic index remained unchanged after exposure.
Concentration-dependent reduction in hepatic glycogen levels indicated interference of the
contaminant in fish metabolism, suggesting glycogen metabolism in cells to maintain normal
blood glucose levels. The normalcy of the GSH-GST biotransformation system and hepatic
damage biomarkers (alanine transaminase and bilirubins) demonstrated that hepatocyte
integrity and biotransformation function were not affected by the action of the insecticide. The
toxicity of fipronil in C. macropomum occurred at different concentrations, causing
morphophysiological, neurotoxic, and physiological changes in the organism, while preserving
the functionality of the analyzed organs.

Keywords: neurotoxicity, aquatic ecotoxicology, biomarkers, pesticide, tambaqui.
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CAPITULO 1 - Introduc&o Geral

1. INTRODUCAO
1.1 Uso de pesticidas no Brasil e contaminacdo do ambiente aquatico

O Brasil ¢ um dos maiores produtores agricolas mundial e ocupa a segunda posic¢éo no
ranking de exportacédo, desempenhando papel fundamental na economia do pais (Pignati et al.,
2017). O mercado brasileiro de pesticidas expandiu rapidamente na tltima década, em um ritmo
de crescimento maior que o dobro do apresentado pelo mercado global, tornando-se o maior
consumidor de pesticidas do mundo desde 2008 (Rigotto; VVasconcelos; Rocha, 2014).

Os pesticidas sdo definidos como substancias quimicas utilizadas para prevenir, destruir,
repelir ou inibir a ocorréncia ou efeito de organismos vivos capazes de prejudicar as lavouras
agricolas (Gomes; Oliveira, 2021). Dentre os tipos de pesticidas, estdo os inseticidas, produtos
desenvolvidos para atuarem contra insetos (Viegas Junior, 2003). Sua utilizacdo torna-se
essencial e indispensavel para impulsionar a produtividade agricola, especialmente grandes
areas de monoculturas (De Morais; Marinho-Prado, 2016).

O comportamento dos pesticidas no ambiente € muito complexo e sua dindmica é
influenciada por uma série de fatores, incluindo as propriedades fisico-quimicas tanto do meio
guanto do composto, o principio ativo do agente quimico e o método de aplicacdo (Salvo;
Santiago; Silva de Assis, 2018). Todavia, seu uso indiscriminado tem gerado preocupacéo
quanto a contaminacgdo de sistemas aquéticos superficiais e subterrdneos (Montanha et al.,
2011).

A aplicacdo prolongada e indiscriminada de pesticidas afeta em maior propor¢do o meio
aquatico, considerando que sdo facilmente transportados de um ponto para outro na hidrosfera
(Gripp et al., 2017; Gupta et al., 2014). Quando aplicados na agricultura, apenas 0,1% dos
pesticidas atingem os organismos alvo, enquanto o restante sera responsavel pela contaminagédo
dos ecossistemas adjacentes as areas de cultivo (Pimentel e Levitam, 1986). Uma das principais
rotas de inser¢do dessas substancias quimicas nos corpos hidricos é através do escoamento
superficial, que € o fluxo de agua na superficie do solo, ocorrendo principalmente nos periodos
de intensa precipitacdo, resultando no transporte de moléculas tdxicas aderidas as particulas do
solo (Sousa et al., 2016). Também podem alcancar os ambientes aquaticos por deriva,
drenagem, lixiviacdo e desmatamento de areas florestais e mata ciliar (Oliveira et al., 2015;
Belchior et al., 2014; Beggel et al. 2012) (Figura 1).
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Figura 1 - Esquema das vias de contaminagdo de pesticidas aos sistemas aquaticos.
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Fonte: Silva et al. (2013)

Os residuos de pesticidas, dependendo de suas propriedades fisico-quimicas, podem se
ligar a Poluentes Orgénicos Persistentes (POPs), bioacumular nos organismos e biomagnificar
ao longo da cadeia trofica, gerando distdrbios na dindmica das populacGes bases, disfuncdes
hormonais, imunoldgicas, neuroldgicas e reprodutivas (Salvo; Santiago; Silva de Assis, 2018).
Quando disponiveis na agua, 0s peixes podem absorver pesticidas durante sua atividade
alimentar e/ou através de processos respiratdrios (Fernandes; Moron, 2020). No organismo,
essas moléculas podem adentrar a corrente sanguinea e se distribuir por todo o corpo do animal,
causando alteracfes nos processos fisiologicos, bioquimicos e morfoldgicos (Li et al., 2018).

1.2 Fipronil

O fipronil (5-amino-1-[2,6-dicloro-4-(trifluorometil)-fenil]-4-[(trifluorometil)-sulfinil]-
1H-pirazol-3-carbonitrila) (Figura 2) & um potente inseticida do grupo fenilpirazol, amplamente
utilizado na agricultura no tratamento de sementes, substituindo pesticidas piretroides,
organofosforados e carbamatos, aos quais alguns insetos adquiriram resisténcia ao longo do
tempo (Budd et al., 2015).
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Figura 2 — Estrutura quimica do inseticida Fipronil.
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Fonte: Okumura et al. (2016).

O fipronil é registrado em mais de 70 paises, sendo frequentemente utilizado em mais
de 100 culturas, incluindo o milho, algoddo, trigo, berinjela, manga, frutas citricas e sorgo
(Okumura et al., 2016; Ghaffar et al., 2018). O Regent® e Termidor® s&o produtos comerciais
que contém fipronil como ingrediente ativo (Okumura et al., 2016). Quando aplicado nas
culturas, as moléculas de fipronil sdo degradadas quimicamente (por fotdlise e hidrolise) ou
biodegradadas (por processos de oxidagédo e reducédo), gerando subprodutos (fipronil amida,
fipronil sulfeto, fipronil desulfinil e fipronil sulfona), que segundo relatos de Peret et al. (2010)
e Gunasekara et al. (2007) podem causar efeitos iguais ou mais toxicos que o composto original.

O tempo de vida média do fipronil em meio aquatico varia de 116 a 130 dias (Amaral,
2012). Apds a aplicacdo via pulverizagdo, adentra o ambiente aquatico por escoamento agricola,
0 que representa um sério risco para a saude dos peixes, pois é considerado extremamente toxico
a esses animais (Wang et al., 2016). No Brasil, o relatorio que avalia a presenca dos principios
ativos mais comercializados e utilizados, da Companhia Ambiental do Estado de Sdo Paulo
(CETESB, 2018), aponta que o fipronil estava dentre os mais detectados, com valores que
variaram de 2,4 a 465,0 pug L. ConcentragBes estas que excedem o valor de ecotoxicidade
crbnica estabelecida para peixes, que segundo a United States Environmental Protection
Agency (USEPA) é de até 2,2 ug L (USEPA, 2018).

Seu mecanismo de acéo (Figura 3) baseia-se no blogueio ndo competitivo dos receptores
gama-aminobutirico (GABA), causando paralisia e morte do inseto por hiperexcita¢ao neuronal
(Qureshi et al., 2016).
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Figura 3 — Representagdo do mecanismo de agéo do inseticida fipronil no receptor GABA. O fipronil blogueia a
ativacdo do receptor e a auséncia de inibicéo sinaptica leva a hiperexcitacdo do sistema nervoso central.
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Fonte: Rosa (2021).

Considerando que os residuos de fipronil podem se bioconcentrar nos peixes, ha uma
alerta de preocupacdo com a saude publica, pois os seres humanos sdo um dos seus
consumidores diretos (Gupta et al., 2014; Bonmatin et al., 2015; Zhang et al., 2018). Deste
modo, 0s peixes tém se tornado modelos experimentais importantes para as pesquisas
ecotoxicoldgicas, especialmente quando se pretende avaliar os possiveis riscos do fipronil

direcionados a biodiversidade aquética.

1.3 Uso de peixes como bioindicadores

Para auxiliar a avaliacdo da toxicidade de substancias quimicas em ambientes aquaticos,
sdo utilizadas espécies bioindicadoras, as quais permite fazer correlacdo com um determinado
fator antropico com potencial impactante (Lins et al., 2010; Huerta; Rodriguez-Mozaz; Barcelo,
2012). O termo “bioindicadores” pode ser definido como espécies, grupos de espécies ou
comunidades bioldgicas cuja presenca, abundancia e condigdes sdo indicativos bioldgicos de
uma determinada condi¢cdo ambiental (Godefroid; Fonseca; Silva, 2015).

Os peixes possuem grande diversidade ecoldgica e sd@o considerados eficientes
bioindicadores da qualidade aquatica, podendo refletir distirbios ambientais em diversas

escalas, devido as suas caracteristicas de mobilidade, estilo de vida e posic¢éo no topo da cadeia



19

alimentar (Lupi et al., 2007; Souza et al., 2013; Ghaffar et al., 2019). Sendo animais topo de
cadeia, 0s peixes sdo capazes de indicar respostas de efeitos cronicos, cumulativos e persistentes
ao longo da cadeia, emitindo respostas mesmo em baixos niveis de contaminacgéo (Lins et al.,
2010).

Alteracdes na qualidade da &gua podem ser refletidas nos peixes por meio de diferentes
respostas nos niveis de organizacao bioldgica, que variam de acordo com o grau de plasticidade
fenotipica que cada grupo possui (Freitas; Siqueira-Souza, 2009). Logo, sua utilizacdo em
pesquisas ecotoxicoldgicas é apontada como indispensavel na avaliacdo da integridade
ecologica (Godefroid; Fonseca; Silva, 2015). Em pesquisas ecotoxicoldgicas, diversas espécies
de peixes sdo utilizadas como bioindicadores, dentre elas 0 Colossoma macropomum.

O tambaqui, C. macropomum (Figura 4) é uma espécie amazodnica pertencente a classe
Osteichthyes, nativa e amplamente distribuida nas bacias dos rios Amazonas e Orinoco
(Buckup; Menezes; Ghazzi, 2007). Apresenta habito alimentar onivoro, consumindo frutas e
sementes, além de fitoplancton e zooplancton filtrados através de seus longos e numerosos

rastros branquiais (Santos; Ferreira; Zuanon, 2006).

Figura 4 — Exemplar de tambaqui (Colossoma macropomum). Escala=1 cm.

Fonte: Autora, 2024.

O tambaqui é o segundo maior peixe de escama da bacia amaz6nica, podendo atingir
tamanho superior a 1 metro e pesar até 30 kg em meio natural, e em piscicultura, atingir 1 kg
no primeiro ano, e de 1,5 a 3 kg no segundo, sendo uma das espécies mais cultivadas
nacionalmente (Brasil, 2010). Dentre as principais razdes que justificam o cultivo crescente da

espécie, destaca-se o seu rapido crescimento, alta produtividade, rusticidade e grande aceitacdo
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pelo mercado consumidor, além de possuir um alto valor comercial e grande importancia

econémica no Brasil (Andrade Vieira et al., 2019; Gomes et al., 2010).

1.4 Tecidos biologicos como indicadores de qualidade

As branquias sdo orgaos vitais e multifuncionais, particularmente sensiveis a qualidade
da agua, constituindo o primeiro tecido alvo de xenobidticos, devido sua localizacdo anatdmica,
contato direto com a agua e rapida absorcéo (Pandey et al., 2008). As células do tecido branquial
respondem rapidamente ao contato com substancias quimicas, por meio de ajustes morfolégicos
gue permitem sua sobrevivéncia no meio, todavia, pode interferir na eficacia das trocas gasosas,
osmorregulacédo, equilibrio acido-base e excrecdo de compostos nitrogenados (Strzyzewska;
Szarek; Babinska, 2016). Alteragdes morfoldgicas no epitélio branquial sdo considerados
indicadores de toxicidade, com grau de severidade a depender da concentragdo do poluente e
tempo de exposicdo (Mazon et al., 2002).

O figado, oOrgdo de intensa atividade metabolica, recebe por via sanguinea 0s
contaminantes absorvidos do meio, e dependendo do nivel de toxicidade do agente quimico,
tempo de exposicdo e concentracdo exibe alteragbes em sua morfologia (Braunbeck et al.,
1990). Participa do metabolismo energético e é o 6rgdo mais associado a desintoxicacdo de
substancias enddgenas e exdgenas e processo de biotransformacéo, podendo refletir a exposicédo
aos contaminantes de modo eficiente (Zeni, 2016; Guelfi, 2015). Os hepatdcitos sdo
considerados como uma das primeiras células alvo de toxicidade, e consequentemente, uma das
primeiras a serem afetadas pela acdo de contaminantes quimicos, o0 que caracteriza o figado
como um indicador indispensavel de contaminacdo ambiental (Zelikoff, 1998).

O cérebro é extremamente sensivel a perturbacdes do metabolismo energético, pois
qualquer alteracdo que interrompa sua integridade estrutural e funcional altera seu
comportamento metabdlico normal (Soengas; Aldegunde, 2002; De La Torre; Ferrari; Salibian,
2002). A complexidade das funcdes do sistema nervoso, 0s eventos neurotoxicos de natureza
multipla e a variabilidade e inacessibilidade dos sitios celulares e moleculares, tornam esse
orgdo um indicador para avaliar a acdo neurotoxica de contaminantes quimicos (Amorim,
2003). Sabendo que os efeitos neurotdxicos se manifestam a longo prazo ou ap6s um periodo
de laténcia, tem-se procurado validar alguns pardametros que possam permitir a deteccdo
precoce da acdo neurotoxica, antes que seja evidenciado danos a saude do animal (Manzo et
al., 1996).

O musculo branco é um tecido chave para o crescimento e sobrevivéncia dos peixes.

Constitui a maior parte da massa corpérea do animal, fornece produgdo de energia para natacéo
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intensiva de curta duragdo e esta diretamente ligado a capacidade de flutuabilidade (Sclafani et
al., 1993; Catalan et al., 2007). Além de serem utilizados para determinar eventos de
bioacumulacdo em peixes que podem acometer a saude publica (Voigt, 2015; Santos et al.,
2018), o tecido muscular também é empregado em andlises de neurotoxicidade, considerando
que o musculo contém principalmente acetilcolinesterase (AChE), enzima representativa da
atividade neuronal e muscular (Badiou et al., 2008). O funcionamento adequado desta enzima
é fundamental na quebra da acetilcolina nas juncdes neuromusculares (Solé et al., 2010). Deste
modo, inibic¢do ou ativacdo da AChE no mdsculo por meio de substancias quimicas sdo usados
na avaliagdo dos efeitos deletérios da contaminagdo ambiental (Colovié et al., 2013).

O sangue € considerado um bom indicador do estado de satde do animal, evidenciando
efeitos nocivos a contaminantes (Gouthier et al., 2023). Mudancas na qualidade fisico-quimico
da agua, ocasiona diversas alteracbes hematoldgicas, cujas respostas variam de acordo com a
concentracdo exposta (Rodrigues et al., 2010). O emprego da analise citogenotoxica em células
eritrocitarias de peixes, permite avaliar o efeito de contaminantes no meio hidrico, bem como
0 potencial genotoxico e/ou mutagénico de um contaminante apds interacdo com o ambiente
(Jesus; Carvalho, 2008).

Assim, para verificacdo de sinais de toxicidade, utilizam-se biomarcadores em

diferentes tecidos, para obtencao de respostas fisioldgicas, bioquimicas e morfoldgicas.

1.5 Biomarcadores

Os biomarcadores podem ser definidos como as respostas bioquimicas, celulares,
fisiolégicas ou comportamentais que expressam a exposicao ou efeitos toxicos causados por
um agente estressor, podendo ser avaliadas através de amostras teciduais, fluido corporal ou
organismos inteiros, para fornecer evidéncias de exposicdo e/ou efeitos causados por
contaminagdo (Pereira et al., 2011). Os biomarcadores permitem avaliar os efeitos de
compostos tdxicos, investigar suas interacbes com 0 meio e prognosticar se seu mecanismo de
acdo exerce ou ndo efeitos deletérios em uma dada espécie (Huggett et al., 1992).

Além de indicar o mecanismo de acédo, os biomarcadores sao essenciais para avaliar a
salde do peixe e integridade de seus 6rgdos (Portruneli et al., 2021). Nesses animais, 0s
inseticidas podem se manifestar em varios niveis de organizagdo biologica, incluindo
disfuncbes fisiologicas, alteragbes estruturais em oOrgdos e tecidos e modificaches
comportamentais, que podem prejudicar o crescimento e reproducdo da espécie (Nogueira;
Castro; Sa, 2008).
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1.5.1 Biomarcadores fisiologicos

Os parametros hematoldgicos agem como refletor patoldgico de peixes expostos a
substancias toxicas, podendo contribuir para a deteccdo de alteracbes na salde e estado
fisioldgico do animal (Etim et al., 2013). Dentre estes, estdo o hematocrito (Hct), hemoglobina
(Hb), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), contagem total e diferencial de
leucdcitos e trombdcitos, frequentemente utilizados em pesquisas ecotoxicoldgicas, pois
fornecem subsidios sobre o estado de sadde do animal (Clauss; Dove; Arnold, 2008).

Dentre as principais alteraces induzidas por estresses em peixes estdo a concentragéo
de glicose plasmaética e os niveis de glicogénio hepéatico, ambos envolvidos na demanda
energética e sobrevivéncia do animal (Majumder; Kaviraj, 2018; Baudou et al., 2019). A
glicose é amplamente utilizada como biomarcador para evidenciar respostas secundarias ao
estresse, fornecendo subsidios para o diagnéstico do estado fisiologico do animal quando
exposto a contaminantes (Hurvitz et al., 1997; Silva et al., 2012), enquanto que, o glicogénio é
fundamental para estocagem energética que se utiliza nos primeiros momentos de estresse do
animal (Christiansen; Klungsoyr, 1987).

Proporcdes entre o peso do 6rgdo e o peso corporal, como o Indice Hepatossomatico
(IHS) sdo amplamente utilizados como um indicativo do estado energético dos peixes (Querol
et al., 2002) ou alteracbes em suas condigdes normais, causadas por estresse (Roussel et al.,
2007). Estudos demonstram que o IHS é um potencial indicador de efeitos toxicos, fornecendo
informacdes sobre a capacidade de um individuo tolerar a contaminacdo quimica (Kopecka;
Pempkowiak, 2008; Li et al., 2009).

1.5.2 Biomarcadores citogenéticos

Os biomarcadores citogenéticos sdo ferramentas empregadas para detectar a presenca
de substancias mutagénicas através de danos no material genético (Hemalatha et al., 2020). Em
peixes, os eritrocitos podem ser utilizados para avaliacdo de danos genotoxicos e mutagénicos.
Os agentes genotdxicos sdo capazes de interagir com o DNA e cromossomos, induzindo
alteracbes nas estruturas celulares que resultam em mutacdes génicas irreversiveis,
perpetuando-se nas geracdes subsequentes, e aumentando o risco de doencas hereditarias e
reducdo da diversidade de espécies (Shah et al., 2020).

O teste de micronicleo (MN) é um biomarcador frequentemente utilizado para
investigar os potenciais efeitos de poluentes ambientais em peixes. Os MN sdo massas que

possuem cromatina citoplasmatica, originados tanto de fragmentos acéntricos resultantes da
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quebra de cromossomos (efeito clastogénicos) quanto de cromossomos inteiros atrasados
(efeito aneugénicos), que nao se incorporam ao nucleo principal durante o processo de divisdo
celular (Udroiu, 2006).

Alteracdes no material genético das células eritrocitarias podem modificar o aspecto
morfolégico normal do nucleo, dando origem as Alteracfes Nucleares Eritrocitarias (ANES).
As ANEs sdo caracterizadas como uma anélise complementar a de MN, sendo consideradas
biomarcadores sensiveis que evidenciam potencial citogenotoxico na integridade celular
(Hussain et al., 2018).

1.5.3 Biomarcadores bioquimicos

Os biomarcadores bioquimicos sdo considerados ferramentas essenciais para avaliar as
respostas de organismos a contaminantes ambientais, a partir do funcionamento de sistemas
enzimaticos, envolvidos no metabolismo celular (Payne et al., 1987). Dentre os biomarcadores
bioquimicos, as enzimas constituem um grupo de substancias proteicas, com funcao catalitica
nas vias metabdlicas, sendo suscetiveis a modificacdes em sua funcdo na presenca de um
xenobidticos de origem agricola (Jonsson; Aoyama, 2010), emitindo respostas que garantem a
homeostase (Cruz, 2013). A andlise de parametros bioquimicos, como a atividade da
acetilcolinesterase (AChE), Glutationa reduzida (GSH) e Glutationa-S-Transferase permitem a
deteccdo precoce da existéncia de contaminacdo por substancias quimicas, identificacdo de
espécies em risco de intoxicacdo, magnitude da contaminacdo e determinacdo do grau de
severidade dos efeitos toxicos de pesticidas (Cruz, 2013).

A enzima Glutationa-S-transferase (GST) desempenha papel fundamental na Fase Il da
biotransformacdo de moléculas quimicas e é considerada um biomarcador de toxicidade,
juntamente com a glutationa reduzida (GSH), que atua como antioxidantes ndo enzimaticos.
Conjuntamente, atuam na eliminacéo eficiente de metabolitos toxicos do organismo (Rinaldi et
al., 2002). A acetilcolinesterase (AChE) é uma enzima que Se concentra nas sinapses
colinérgicas e neuromusculares, sendo responsavel pela hidrélise da acetilcolina (ACh) em
colina e acetato, evitando disparos nervosos incessantes (Colovi¢ et al., 2013). A atividade da
AChE em diferentes tecidos fornece um método para diagnosticar intoxicacdo por produtos
guimicos (Modesto; Martinez, 2010). Normalmente, a atividade da AChE é determinada no
cérebro e tecido muscular, pois o sistema neuromuscular dos peixes € principalmente
colinérgico e sua atividade normal é essencial para o comportamento e fun¢do muscular normal

(Payne et al., 1996). Em peixes, alteracdes na AChE resulta em hiperestimulacdo dos nervos
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colinérgicos, e consequentemente, causa natacdo erratica, tremores e convulsdo, além de
prejudicar a alimentacéo, fuga e comportamento reprodutivo (Miron et al. , 2005 ).

Deste modo, o uso de biomarcadores envolvendo a determinacdo de atividades
enzimaticas estdo se tornando cada vez mais frequentes, pois conferem vantagem como a alta
eficiéncia e especificidade, baixo custo e rapidez de resposta, fornecendo informagdes de efeito
metabdlico causado pelo contaminante (Amorim, 2003).

1.5.4 Biomarcadores morfoldgicos

Biomarcadores morfolégicos sdo usados para avaliar a integridade estrutural de um
6rgdo, detectando mudangas na morfologia que indicam exposicdo a agentes estressores
(Paulino et al., 2012). Alteracdes na morfologia tecidual sdo marcadores sensiveis de
toxicidade, considerando que emitem respostas mesmo em baixos niveis de toxicidade,
respondendo através de lesdes celulares, advindas de alteracfes bioquimicas e fisioldgicas no
6rgdo (Cantanhéde et al., 2014).

A histopatologia € considerada uma ferramenta essencial em estudos ecotoxicologicos,
possibilitando uma avaliacdo especifica de células e 6rgdos-alvo e fornecendo subsidios sobre
0 mecanismo de agdo de um contaminante sob o animal in vivo (Nogueira et al., 2009). Ela
traduz a les&o integrada em funcéo da duragéo e da intensidade da exposicdo ao poluente e a
capacidade adaptativa do tecido, fornecendo subsidios de intoxicacdo antes que sejam
identificadas mudancas comportamentais ou na aparéncia externa do animal (Albinati et al.,
2009). Através da histopatologia é possivel obter respostas bioldgicas de forma rapida e com
custo relativamente baixo. Deste modo, a analise morfoldgica tecidual constitui-se um
biomarcador eficiente para diagnosticar e identificar as consequéncias fisioldgicas de exposicdo
subletal a contaminantes téxicos (Filho et al., 2014), demonstrando ser fundamental para
estabelecer relagdes causais entre a exposicdo a poluentes e resposta biologica dos peixes
(Schwaiger et al., 1997).

Em peixes, os iondcitos sdo os principais locais de troca idnica em branquias, sendo,
portanto, ricas em unidades da enzima Na*/K*-ATPase (NKA) na membrana basolateral
(Hwang et al., 2007). Logo, a imunomarcacdo destas proteinas pode ser um excelente
biomarcador para se compreender 0s processos osmorregulatorios em brénquias de peixes
(Shikano; Fujio, 1998).
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a toxicidade aguda do inseticida fipronil em peixe tambaqui (Colossoma
macropomum) via respostas integradas de multiplos biomarcadores.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar os efeitos de neurotoxicidade do fipronil através da atividade enzimatica da
Acetilcolinesterase de cérebro e muasculo branco de tambaqui ap6s 96 h de exposicéo;

e Determinar os efeitos fisioldgicos e citogenotdxicos da exposi¢do aguda a diferentes
concentragdes do inseticida fipronil em C. macropomum via biomarcadores
hematoldgicos;

e Analisar o comprometimento morfofisioldgico do figado, branquias e cérebro, através
de biomarcadores histopatolégicos e fisioldgicos;

e Auvaliar a ativacdo do sistema enzimatico de biotransformacdo (GSH/GST) no figado
de C. macropomum.
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CAPITULO 2 - Toxicidade aguda do inseticida fipronil induzindo efeitos
neurotdxicos e osmorregulatorios no peixe amazoénico, Colossoma macropomum

Resumo

O fipronil é um inseticida amplamente utilizado no cultivo agricola para o controle de pragas,
todavia, relatos de deteccdo deste pesticida em ecossistemas aquaticos tém gerado
preocupacdes quanto aos efeitos toxicos em organismos ndo-alvo. Este estudo avaliou as
respostas neurotoxicas e osmorregulatorias induzidas pelo fipronil apds exposi¢do aguda de 96
horas. Peixes juvenis foram divididos (n=10) aleatoriamente em trés grupos: Controle (livre do
contaminante), F40 (exposto a concentracdo de 40 pg L) e F160 (exposto a 160 pg L™ de
fipronil). Amostras de plasma, cérebro, musculo branco e branquias foram coletadas para
avaliacdo de toxicidade via biomarcadores enzimaticos, morfol6gicos, imuno-histoquimicos e
osmo-idnico. Os resultados demonstraram aumento na atividade da Acetilcolinesterase (AChE)
no masculo dos animais expostos ao grupo F160 em relacdo ao controle e F40, demonstrando
interferéncia do inseticida na juncdo neuromuscular de C. macropomum. No cérebro, a
atividade da AChE permaneceu inalterada entre os grupos. O indice de lesdo individual do
cérebro demonstrou aumento para edema intracelular, todavia, ndo houve comprometimento do
orgdo. Nao houve alteracdes significativas no tecido branquial entre os grupos. Ndo houve
inducdo de alteracdo no nimero de iondcitos no filamento e lamela branquial de tambaqui apds
exposicdo. As analises de ions plasmaticos demonstraram aumento da concentracédo de Na* no
grupo F160 em relacdo ao controle, ao passo que, o ion K* diminuiu de modo concentracao
dependente. No plasma, ndo houve alteracdo no ion Cl apds exposi¢cdo. A osmolaridade total
plasmética aumentou no grupo F40 em relacdo ao controle, indicando desregulacdo osmo-
ibnica. Os resultados demonstram que o fipronil é potencialmente neurotoxico, interferindo na
atividade da AChE no musculo de C. macropomum. O inseticida interfere na funcgéo
osmorregulatdria das branquias, induzindo alteracdes hidroeletroliticas nos animais expostos.

Palavras-chave: Neurotoxicidade; cérebro; imuno-histoquimica; tambaqui; osmolaridade.
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1. Introducgéo

A expansdo agricola tem sido acompanhada do uso intensivo de pesticidas para
controlar pragas nas lavouras e minimizar perdas na producédo (Viana et al., 2021), todavia, a
aplicacdo desses produtos tem resultado na contaminacéo dos ecossistemas aquaticos (Gottardi
et al., 2017). Mesmo que ndo sejam aplicados nas proximidades de corpos d'agua superficiais,
os inseticidas podem adentrar o ambiente aquético por aplicacdes de pulverizacdo e escoamento
agricola (Gunasekara et al., 2007; Jiang et al., 2010), representando um sério risco a organismos
aquaticos ndo-alvo (Schafer et al., 2011).

O Fipronil é um inseticida amplamente utilizado em cultivos agricolas e na prética
veterindria para controlar pragas (Gunasekara et al., 2007). No Brasil, concentragdes
consideravelmente altas de fipronil foram detectadas, tangendo concentracdes reportadas de até
465 pg L em corpos hidricos proximos a lavouras no sudeste do Brasil (CETESB, 2018). Estes
dados geram uma preocupacdo de salde publica, principalmente em decorréncia dos efeitos
toxicos em peixes (Beggel et al., 2010; Chagnon et al., 2015). O mecanismo de ac¢do deste
inseticida, consiste no bloqueio dos canais de cloreto controlados pelo acido y-aminobutirico
(GABA) no sistema nervoso central, causando estimulacdo neuronal excessiva, convulsdes,
paralisia e morte do animal (Qureshi et al., 2016; Saldafia-Serrano et al., 2021). Embora o
fipronil possua maior afinidade de ligagdo para subunidades do receptor GABA de
invertebrados, a ligacdo aos receptores GABA de vertebrados é possivel (Hainzl; Casida, 1996).

Quando disponiveis na dgua, o fipronil e seus principais metabdlitos sdo potencialmente
toxicos para peixes (Margarido et al., 2013; Gripp et al., 2017; Pisa et al., 2015; Wang et al.,
2016), podendo ser absorvidos via alimentacdo, dérmica ou por processos respiratorios (Li;
You; Wang, 2018). Estudos destacam que os efeitos adversos do fipronil em peixes incluem
inibicdo do crescimento, desregulacdo enddcrina, reducdo do comportamento de natacdo e
alteracdes nos indices bioquimicos e fisiologicos (Li; You; Wang, 2018; Moreira et al., 2021,
Wang et al., 2016).

Em peixes, a atividade da acetilcolinesterase (AChE) no cérebro e musculo é uma
ferramenta primordial na analise de neurotoxicidade, pois é responsavel por hidrolisar a
acetilcolina (Ach) nas sinapses colinérgicas, evitando a propagagdo continua de impulsos
nervosos (Sturm; Silva; Hansen, 1999; Araljo; Santos, Gonsalves, 2016). A acdo da AChE é
sensivel a atuacéo de pesticidas, e quando inibida, afeta 0 comportamento optomotor do animal,
gerando problemas nas fibras musculares, ineficiéncia do desempenho exploratorio, paralisia

ou mesmo a morte (Pereira et al., 2012; Bernal-Rey et al., 2020; Mdgela et al., 2010). Deste
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modo, a andlise da atividade da AChE € essencial para verificar o funcionamento do sistema
neuromuscular e sensorial do organismo (Lionetto et al., 2013).

As branquias sdo o principal 6rgdo respiratorio e desempenham fungbes de
osmorregulacédo, equilibrio acido-base e excrecdo de compostos nitrogenados (Paulino et al.,
2012). Por estar diretamente em contato com a 4gua e possuir uma grande area de superficie, o
tecido branquial é o primeiro a ter contato com os xenobidticos (Fernandes et al., 2013) e a
emitir respostas morfofisiologicos teciduais diante de interferentes ambientais. Alteracdes na
estrutura branquial podem interferir na funcionalidade normal do 6rgao (Sakuragui; Sanches;
Fernandes, 2003). Os iondcitos estdo diretamente envolvidas na captagdo de Na*, Cl- e Ca?
para manter a homeostase i6nica (Perry et al., 1992) e, a depender da espécie podem estar
presente nas lamelas (Evans et al., 2005). Nas branquias, o fipronil pode estimular mecanismos
de defesa bioquimicos e morfoldgicos para reduzir a absor¢do e minimizar os efeitos toxicos,
todavia, essas alteracfes resultam em lesbes teciduais, que podem comprometer o Orgao e
sobrevivéncia do animal (Lupi et al., 2007).

Considerando a crescente contaminagdo de corpos hidricos por pesticidas e os potenciais
riscos que oferecem a organismos aquaticos, este estudo buscou avaliar os efeitos toxicos do
inseticida fipronil no peixe neotropical Colossoma macropomum apds exposicdo subletal
aguda. O tambaqui é uma espécie nativa de dgua doce, destacando-se pela alta importancia
econbmica e ecoldgica em regides tropicais, considerando que a espécie € cultivada em tanques
e capturada com frequéncia em &guas brasileiras. Além disso, a espécie é considerada
bioindicadora pela facilidade de manuseio e manutencdo em laborat6rio, sendo, portanto,
amplamente utilizada para avaliar a qualidade de ambientes aquaticos (Fortes Carvalho-Neta et
al., 2015). Portanto, informac6es referentes a toxicidade do fipronil e o uso de biomarcadores
neurotoxicos e osmorregulatérios em tambaqui, fornecem subsidios para verificar o estado
fisioldgico e a sensibilidade da espécie frente a contaminacgdo quimica, e dessa forma, contribuir

para 0 monitoramento de contaminacao aquatica.
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2 Material e Métodos

2.1 Animais

Espécimes juvenis de C. macropomum (massa corporal =201,6 + 18,2 g e comprimento
total = 22,2 £ 0,7 cm), fornecidos pelo setor de piscicultura do Instituto Federal do Tocantins —
Campus Araguatins, foram transportados até o Laboratorio de Morfofisiologia e Bioquimica de
Peixes Neotropicais, da Universidade Federal do Norte do Tocantins, no Centro de Ciéncias
Agrérias (CCA) em Araguaina - TO. Os animais foram aclimatados por 30 dias em tanques de
3000 L, com fluxo continuo de agua. Os peixes foram mantidos em temperatura de 26 + 2°C,
fotoperiodo natural (12:12 claro/escuro), parametros fisico-quimicos (OD 6,2 + 2,3; pH 7,0 +
01; amonia: 0,02 + 0,0 ppm)) controlados e alimentacdo diaria com racao comercial contendo

40% de proteina.

2.2 Contaminante

A formulacdo comercial Regent® 800 WG foi utilizada como fonte do principio ativo
fipronil (800 g/kg). Os bioensaios foram baseados em uma concentracao estipulada pela United
States Environmental Protection Agency (EPA), como ndo prejudicial para peixes, e na média
de valores de concentragdes ambientais ja encontradas no ambiente aquatico (CETESB, 2018;
Santillan Deid et al., 2021).

2.3 Delineamento Experimental

Os peixes foram divididos aleatoriamente em trés grupos (n = 10) e acondicionados em
caixas de 300L com aeracdo artificial continua para uma aclimatacdo de 24 horas antes do
bioensaio. Os animais foram expostos a um grupo controle (Livre do contaminante = GC) e
dois tratados (F40 = 40 pug L™t e F160 = 160 pg L), de modo agudo (96 h), em sistema estatico,
com os paradmetros fisico-quimicos controlados e privados de alimentacéo durante o teste.

Apds exposicdo, os animais foram anestesiados com benzocaina (0,1 g L) e uma
amostra de sangue (1 mL) foi coletada com seringas heparinizadas para analises dos parametros
plasméticos. Apds coletada a biometria, os animais foram eutanasiados por sec¢do medular,
para obtencdo de amostras de branquias, cérebro e musculo branco. Para a andlise de
biomarcadores bioquimicos neurotdxicos, amostragens de cerebro e masculo branco foram
congeladas (-80°C) e fixadas em formol 10% tamponado para analises de biomarcadores
morfolégicos. As branquias foram fixadas em solucéo de Bouin para anélise histopatoldgica. O

sangue remanescente foi centrifugado a 12000 g, 4°C por 5 minutos para separac¢ao do plasma
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que foi posteriormente congelado (-80 °C) para analise de ions plasmaticos e osmolaridade
total.

Esse experimento foi aprovado pelo Comité de Etica de Uso Animal (CEUA) da
Universidade Federal do Tocantins (Processo n° 23.101.001.315/22-35).

2.4 Atividade da Acetilcolinesterase (AChE)

A atividade da AChE foi estabelecida segundo o método de quantificacdo do produto
da reagdo da acetilcolina com o DTNB (5,5’-Ditio-bis—2-nitrobenzoato), seguindo a
metodologia de Ellman et al. (1961) com adaptacdes. Amostra de cérebro e musculo branco
foram homogeneizados em tampéo fosfato com pH 7,5 (0,1 M) e centrifugados a 10.000 g por
20 minutos a 4°C. Posteriormente, foi retirado o sobrenadante, diluindo-o na proporcao 1:20
(v/v). Na cubeta, foi adicionado 50 pL de amostra diluida, 200 uL de DTNB e 50 uL de lodeto
de acetilcolina (9 mM). A leitura foi realizada em tempo total de 6 minutos, em intervalos de

0’, 3’ ¢ 6 em espectrofotometro em A = 415 nm.

2.5 Andlises histopatologicas

Amostras do cérebro foram coletadas e fixadas em formol 10% tamponado (formol P.A,
Fosfato de Sddio Bibasico e Fosfato Monobasico). As amostragens de branquias foram
coletadas e fixadas em solucdo de Bouin. Posteriormente, foram desidratadas em uma série de
concentragcfes crescentes de etanol (de 70%-100%), diafanizadas em xilol e incluidas em
parafina histolégica. Seccbes histolégicas foram confeccionadas em 5 um de espessura e
coradas com hematoxilina e eosina (HE) e finalizadas com Entellan®.

Para as analises de cérebro e branquias, foram examinados 5 campos amostrais em 5
cortes histologicos, totalizando 25 campos de amostragem para cada animal. A observacéo foi
realizada utilizando um microscépio de luz (LEICA MD500) juntamente com uma cadmera de
video e um software de analise de imagem (LAS 2.0), em magnificacdo de 400x, de acordo
com a metodologia proposta por Paulino et al. (2020). Foi atribuido um escore (Sc), dependente
da distribuicdo da lesdo no 6rgéo, onde: (0) leséo inexistente; (1) ocorréncia rara; (2) pouco
frequente; (3) moderadamente presente, (4) severa ocorréncia. Foi considerado ainda um Fator
de Importancia patoldgica (Fi), a qual indica a severidade da lesdo e os efeitos na sobrevivéncia
do animal: (1) lesdo totalmente reversivel e com pouca relevancia patoldgica; (2) lesdo
reversivel apds a remogdo do agente estressor e com moderada importancia patolégica; (3)

lesGes irreversiveis e com alta importancia patoldgica.
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O indice de les&o individual de lesdo (lat) foi determinado a partir da multiplicacéo do
Sc e Fi, enquanto o indice de comprometimento morfofuncional do 6rgéo (lorg) foi baseado na

somataria dos lait para cada animal (lorg = Xlar).

2.6 Imuno-histoquimica de iondcitos (contra Na*/K*-ATPase)

Amostras de branquias foram fixadas em solucéo de Bouin, desidratadas em uma série
crescente de etanol (70%-100%), diafanizadas em xilol e incluidas em parafina histologica.
Seccdes histologicas (6 um) foram confeccionadas em micrétomo (Leica RM 2125RT). para
rotina de imuno-histoquimica de iondcitos. As seccdes foram desparafinizadas em xilol 100%
(2x) por 5 minutos e hidratadas em bateria decrescente de etanol (100-50%) por 3 minutos.

Os cortes histologicos foram lavados (2x) em tampéo salino Tris base + triton 0,5 mM
pH 7,4 (TBS-T) por 10 minutos com agitacdo continua. As laminas foram escorridas e as
amostras foram pré-incubadas (em cdmara Umida) com soro normal de cabra 20% - NGS
(Normal Goat Serum — Gibco Invitrogen) por 1 hora, para bloquear sitios de ligacdo nédo
especificos. A incubacdo com o primeiro anticorpo (a5) anti-Na*/K*-ATPase (diluido 1:300)
foi ‘overnight’ em cdmara umida a 20 °C. As secgdes foram lavadas 2 vezes por 15 minutos em
TBS-T e incubados com o segundo anticorpo anti rato com peroxidase conjugada — GAMPO
(Goat anti-mouse Peroxidase — Chemicon international, USA) diluido (1:100) por 1 hora. Ap6s
a incubacéo, foram lavadas 2 vezes com tampao salino Tris base (pH 7,4) por 15 minutos. O
complexo foi visualizado utilizando a coloragdo com 3,3’-diaminobenzidina + Sulfato niquel
amonical (DAB-Ni) e H202 por 5 minutos. A coloracéo foi interrompida em agua destilada
(2x) por 10 minutos.

As laminas foram finalizadas usando Entellan e analisadas com o software Motic Image
Plus 2.0 em microscépio de luz (Leica ICC50HD), com a contagem de iondcitos no filamento

e lamelas em 10 campos aleatorios e expressas como n° iondcitos por mm? de epitélio.

2.7 Determinacéo da osmolalidade total e concentrac@es idnicas plasmatica

Amostras de sangue foram centrifugadas a uma velocidade de 12000 g a 4°C, por 3
minutos, para separacdo do plasma. Para determinagdo da osmolalidade plasmatica total foi
utilizado 50 pL do plasma. A analise foi realizada em um semi-microsmoémetro (WLOSMETTE
PRECISION SYSTEM) que tem como base o ponto de congelamento e expressa em mOsmol
Kg de H20.

As concentracdes dos ions Na* e K* foram determinadas em fotdbmetro de chama
(DIGMED DM-61). A concentragdo de ions Cl (plasma diluido 1:20) foi determinada
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utilizando um kit comercial Labtest® ref 115 (Cloretos Liquiform), seguindo as instrucdes do
fabricante. As leituras de absorbancias foram realizadas em espectrofotdmetro de microplacas
(Asys UVM 340) em A = 450 nm. As concentragdes de ions plasmaticos foram expressas em
mEq L™,

2.8 Proteina total

O teor da proteina total (mg proteina® mL™) do cérebro e mdsculo para as analises
bioquimicas foi determinado de acordo com método de Bradford, utilizando coomassie brilliant
blue G-250 (BRADFORD, 1976), adaptado para leitura em microplaca (Asys UVM 340)
conforme descrito por Kruger (1994) e utilizando a albumina de soro bovino (1 mg mL™1) como

padrdo. A absorbancia das amostras foi medida a 595 nm.

2.9 Anélise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M). Os dados
foram submetidos ao teste de normalidade (D’agostino & Pearson) e as diferencgas entre o grupo
controle e os grupos tratados foram detectadas por analise de variancia (ANOVA) One-way,
seguido de pos-teste de Bonferroni (n>8) ou seu correspondente ndo parametrico Kruskal-
Wallis e pos-teste Dunns. Todos os testes estatisticos foram realizados utilizando software
GraphPad Prism 5.0, considerando significancia de p < 0,05 entre 0s grupos.
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3. Resultados
Nenhum dos animais morreu durante a exposicdo aguda de 96 horas ao fipronil,
indicando que as concentracdes subletais sdo de relevancia ambiental, considerando que podem

ser encontradas no meio aquatico.

3.1 Andlises de neurotoxicidade
No musculo houve aumento de 39,1% na atividade da AChE no grupo F160 em relagéo

ao controle, e aumento de 39,8% entre tratados. No cérebro, essa atividade permaneceu

inalterada (Figura 1).

Figura 1 - Atividade da acetilcolinesterase (AChE) de Colossoma macropomum expostos a diferentes
concentragdes do inseticida fipronil em exposic¢do aguda por 96 h. (A) cérebro (B) e musculo. Os valores séo
expressos como medias (£E.P.M.). (*) Indica diferenc¢a (p<0,05) em relacdo ao grupo controle. (#) Indica
diferenca (p<0,05) entre tratados.
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Fonte: autora (2024)

Na histologia do tecido cerebral foram encontradas lesGes do tipo vacuolizacéo,
congestdo, edema intracelular e tecidual, hemorragia, degeneracdo hidropica e hiperemia. A
Figura 2 demonstra algumas alteracfes observadas no tecido nervoso de C. macropomum,
embora o la: tenha demonstrado aumento significativo apenas para edema intracelular no grupo
exposto a 160 pg L do fipronil (Tabela 1). Conforme apresentado na Figura 3, a exposi¢io ao
fipronil ndo causou comprometimento do 6rgdo e, portanto, nao interferiu na sobrevivéncia do

animal.
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Figura 2 — Representacdo histoldgica de lesBes no tecido cerebral de peixes tambaqui expostos as concentragdes
de 40 e 160 pg L de fipronil por 96 horas. (A) tecido cerebral normal. (B) Degeneragéo hidropica e edema
intracelular (seta preta). (C) Hiperemia (seta preta). (D) hemorragia (seta preta). Barra de escala = 20 pm.
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Tabela 1 — Indice de alteracfo individual (l.) em cérebro de peixes tambaqui expostos as concentrages de 40 e
160 pg L do inseticida fipronil por 96 horas. (*) indica diferenca (p<0,05) em relagdo ao grupo controle. (#)
Indica diferenca (p<0,05) entre tratados.

indice de Alteracdo Individual do Cérebro - lar

Concentracéo de Fipronil (ug L)

Alteragdo Controle F40 F160
Vacuolizagdo 1,1+0,1 09+0,1 1,1+0,1
Congestéo 0,8+0,1 1,0+0,1 06+0,1
Edema intracelular 0,3+0,1 0,1+0,1 0,9+0,17*
Edema tecidual 08+0,1 09+0,1 0,8+0,1
Hemorragia 0,3+0,1 0,3+0,1 0,2+0,1
Degeneracdo hidropica 1,0£0,0 1,0£0,1 1,2+0,1
Hiperemia 0,6+0,1 09+0,1 05+0,1
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Figura 3 - indice de les&o do 6rgio (lorg) em cérebro de tambaqui (Colossoma macropomum) expostos as
concentracdes de 40 e 160 pg L de fipronil por 96 horas.
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Fonte: autora (2024)

3.2 Analises morfologicas branquiais e osmo-iénicas

As caracteristicas morfologicas normais do tecido branquial de C. macropomum estédo
ilustradas na Figura 4A, demonstrando epitélio lamelar pavimentoso sem alteracbes e com
células pilares bem estruturadas. As principais lesdes encontradas em branquias de tambaqui
Nnos grupos expostos estdo representadas na Figura 4B-D. Em 96 horas de exposicdo, as
alteracdes mais frequentes foram hipertrofia do epitélio lamelar, descolamento do epitélio,

hiperplasia e fusdo parcial de lamelas.



45

Figura 4 — Representagdao histoldgica de lesdes mais frequentes no tecido branquial de peixes tambaqui expostos
as concentragdes de 40 e 160 pg L* de fipronil por 96 horas. (A) Estrutura normal do tecido branquial; (B)
estrela indica hiperplasia e fusdo parcial lamelar; (C) seta preta indica descolamento de lamelas e edema; (D)
cabeca de seta indica hipertrofia do epitélio lamelar. L = lamela; F = filamento; CP = células pilares. Barra de

escala =20 um.

Fonte: autora (2024).

N&o houve diferenga no lat nas branquias entre os grupos analisados (Tabela 2). O lorg

demonstrou que nao houve comprometimento morfofisiol6gico no tecido branquial dos animais

tratados em relagdo ao controle (Figura 5).

Tabela 2 — indice de alteragio individual (l.x) em branquias de peixes tambaqui expostos as duas diferentes

concentragdes do inseticida fipronil (40 e 160 g L) por 96 horas.

indice de Alteragdo Individual das Branquias - lait

Concentracéo de Fipronil (ug L™?)

Alteracao
Controle F40 F160
Aneurisma 0,0+0,0 0,4+0,1 0,3+0,1
Congestao, hiperemia e hemorragia 02+01 01+01 02%0,1
Hipertrofia do epitélio lamelar 18+£0,2 19+£01 2402
Descolamento epitelial e edemas 0,7+0,1 03%0,1 1,0£0,3
Fuséo parcial das lamelas 0,7+02 05+01 0601
Fusdo total de lamelas 00£00 02£02 0,0x0,0
Proliferagdo de células cloreto 00+£00 02+01 00£00
Hiperplasia do epitélio 2606 20x04 22+0,3




46

Figura 5 - indice de lesfo do 6rgéo (lorg) em branquias de tambaqui (Colossoma macropomum) expostos as
concentracdes de 40 e 160 pg L de fipronil por 96 horas

81

ol 1 T

Iorg

C F40 F160

Fonte: autora (2024).

Nas branquias, a imuno-histoquimica de iondcitos em C. macropomum nao demonstrou
alteracdo na densidade celular nos filamentos e lamelas entre os grupos (Figura 6). Na Figura
7A estd ilustrado a distribuicdo de iondcitos no filamento e lamela branquial de animais
controle. Filamentos branquiais imunomarcados de peixes tratados estdo representados na
Figura 7B.
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Figura 6 — Valores médios (média * erro) de iondcitos imunomarcados na lamela (A) e filamento (B) de
Colossoma macropomum expostos as concentragdes de 40 e 160 pg L de fipronil por 96 horas.
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60001

4000+
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n° deiondcitos/ mmz2 (Lamela)

1500+

1000+

500+
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Fonte: autora (2024)

Figura 7 — Imunohistoquimica contra Na*/K*-ATPase de iondcitos em branquias de C. macropomum expostos
ao inseticida fipronil nas concentracdes de 40 e 160 pg L™ por 96 horas. (A) grupo controle (B) grupo tratado.
Barra de escala = 20 um.

Fonte: autora (2024).
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Apos exposicao aguda ao fipronil, houve diferencas nas concentracdes de Na* e K*
plasmatico, com aumento de Na* no grupo F160 e diminuicdo K" de forma dose dependente.
A concentracdo de ions CI- permaneceu inalterada entre os grupos. Houve aumento na

osmolaridade total do grupo F40 em relacéo ao controle (Tabela 3).

Tabela 3 — Concentracdo de ions e osmolalidade plasmatica em Colossoma macropomum expostos as
concentracdes de 40 e 160 pg L do inseticida fipronil por 96 horas. (*) indica diferenca (p<0,05) em relagdo ao
grupo controle. (#) Indica diferenca (p<0,05) entre tratados.

Concentracéo de ions e Osmolalidade plasmatica

lons (mEq.LY) Osmolalidade total
Grupos (mOsmol. Kg H20)
Na* K* Cr
Controle 1830+7,9 135+05 118,7+4 4 284,6 £5,7
F40 1974+91 13,1+09 1250+ 3,1 303,0 + 3,6*

F160 212,6 +6,9* 9,1+0,8*# 1274+ 4,2 302,6 +6,2
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4. Discussao

O fipronil, mesmo em concentracbes ambientais altas, ndo foi letal para o C.
macropomum. No entanto, demonstrou ser potencialmente neurotoxico e causar desregulacéo
osmo-ibnica apds exposicdo subletal aguda de 96 h. Em relacdo aos biomarcadores
neurotoxicos, a atividade da AChE muscular sugere maior efeito na jungdo neuromuscular.
Segundo Miron et al. (2005) a ativacdo da AChE muscular pode representar um aumento na
hidrolise do neurotransmissor acetilcolina (ACh), com consequente diminuicdo da ativacao dos
receptores nicotinicos e muscarinicos, o que possivelmente influencia no processo de
neurotransmissdo colinérgica. Um aumento na atividade da AChE no musculo foi relatado em
robalo europeu (Dicentrarchus labrax) apds administracdo de fipronil na dose de 10 mg/kg na
racdo (Sanahuja et al., 2020) e a inalteracdo dessa enzima no tecido cerebral foi relatada no
peixe Pseudorasbora parva ap0s exposi¢do aguda a diferentes concentracdes do inseticida (Li
et al., 2020). Considerando que o sistema neuromuscular necessita de Na* para sinalizacdo
(Luskova; Svoboda; Kolarova, 2002), sugere-se que a alteragdo na concentracdo plasmaética
desse ion possa ter contribuido na atividade da AChE muscular e lesdes cerebrais. O K* atua
na regulacdo das funcdes musculares, e uma reducdo em sua concentracdo (hipocalemia)
também apresenta efeito no sistema nervoso (Gabriel; Edori; Egobueze, 2019). O
funcionamento adequado da atividade da AChE é crucial para diversas funcdes fisioldgicas dos
peixes, incluindo a localizacdo da presa, fuga do predador e orientacdo em direcdo ao alimento
(Dutra; Arends, 2003).

O curto tempo de exposicdo ao fipronil causou comprometimento imediato ao cérebro
do tambaqui na concentragio de 160 ng L2, o que foi evidenciado pelas alterages neste 6rgao.
Segundo Unterberg et al. (2004) o edema intracelular afeta neurénios e astrécitos, sendo
resultante da auséncia do aporte de energia, que interfere com os mecanismos da bomba idnica
na membrana celular, levando a desequilibrios de substancias ativas osmaticas, como de Na*
intracelular, causando influxo de agua nas células. Deste modo, sugere-se que o0 aumento de
edema intracelular no grupo F160, possa estar relacionado as desregulagdes idnicas plasmaticas
e osmolaridade observadas neste estudo. Lakshmaiah (2017) relata que alteragOes
histopatoldgicas no cerebro de peixes podem resultar de alteragcbes funcionais e
comportamentais, causando reducéo da funcionalidade do 6rgdo. Por outro lado, Ardeshir et al.
(2017) ndo observaram nenhuma leséo cerebral em peixe Rutilus frisii apds exposi¢do a duas
vias de entrada do composto, intraperitoneal (doses de 450, 550, 650 e 750 mg/kg) e exposi¢do
na agua (concentracdes de 400, 500 e 600 pg L1).
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Os epitélios filamentosos e lamelares das branquias desempenham importantes papéis
na ionorregulacdo e trocas gasosas dos peixes, alem de formar uma barreira entre o meio interno
e externo. Adicionado a isso, respondem prontamente a agentes potencialmente toxicos na agua
(Evans et al., 2005). Os disturbios branquias resultam de alteracdes bioquimicas e fisiologicas
nos tecidos, podendo interferir e modificar o funcionamento adequado do 6rgao (Couch;
Fournie, 1993). Relacionado ao tempo e a intensidade da exposi¢do, a histopatologia de
branquias pode indicar a capacidade de regeneracdo do tecido quando expostos a um
contaminante toxico (Fernandes; Mazon, 2003). Neste estudo, o tecido branquial ndo foi
afetado pelo fipronil, demonstrando ndo apresentar uma acdo deletéria acentuada nas
concentracdes testadas, considerando que nenhuma alteracdo foi observada nos grupos
expostos. Apos exposicao ao fipronil, fusdo total de lamelas, hiperplasia epitelial, congestao
vascular, ruptura das lamelas primarias, atrofia lamelar, degeneracdo lamelar e necrose foram
relatadas em Rhamdia quelen nas concentracdes de 0,3 e 0,4 mg L™ (Fredianelli et al., 2019) e
Oreochromis niloticus expostos a 0,014; 0,0042 e 0,002 mg L™ (EI-Murr et al., 2015).

Em peixes, os iondcitos estdo geralmente distribuidas no filamento branquial,
principalmente nas regides interlamelares (Evans et al., 2005). No C. macropomum, a
distribuicéo de iondcitos nas lamelas € comumente presente, e de acordo com Costa e Fernandes
(2002), essa alta densidade na espécie pode ser atribuida a baixa concentragdo de ions na dgua
ambiental, uma caracteristica das aguas continentais brasileiras. Portanto, a presenca de
iondcitos na lamela de peixes brasileiros € comum, considerando que a maior parte das aguas
continentais do pais sdo macias e pobres em ions (Fernandes; Perna-Martins, 2001). Sabendo
gue nimero de iondcitos estd intimamente relacionado com as concentrac@es de ions na agua,
para manter a homeostase idnica (Fernandes; Perna-Martins, 2002), neste estudo, foi observado
que o fipronil ndo induziu alteracbes na proliferacdo dessa célula, entretanto, houve ajustes
hidro-eletrolitico nos animais expostos. Portanto, sugere-se que essa desregulacdo ibnica e
osmotica possa ser atribuida as unidades de Na*/K*/ATPase que estdo dispostas ao tecido que
caracterizam a atividade, assim como a abertura apical celular (area fracional).

Considerando que distarbios no equilibrio hidrico e na homeostase ibnica sdo
consequéncias de condicGes de estresse e/ou toxicidade em 6rgdos envolvidos nos processos
osmorregulatdrios (Wendelaar Bonga, 1997; Camargo; Martinez, 2006), as alteragdes nos ions
e osmolaridade plasmatica observada neste estudo, evidenciam que o contaminante induziu
distdrbios idnico-osmotico no 6rgdo branquial de tambaqui, embora ndo observado através da
histopatologia e densidade de iondcitos. Para manter a homeostase dos fluidos corporais, 0s

peixes dulcicolas compensam a perda ionica por difusdo e o ganho osmotico de agua,
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absorvendo ions Na*, Cl~ e Ca?" pelas branquias, produzindo grande volume de urina diluida
(Hirose et al., 2003). Portanto, neste estudo, 0 aumento na concentracdo de Na* e inalteracdo
de CI', sugerem desvios na homeostase hidroeletrolitica, causado pelo estresse da exposi¢cdo ao
inseticida.
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5. Concluséao
A exposic¢do aguda ao fipronil, demonstrou efeitos neurotoxicos e osmorregulatorias em

C. macropomum. Os resultados evidenciam uma acdo toxica do inseticida na juncdo
neuromuscular, sugerindo interferéncia na transmissdo adequada do impulso nervoso para o
musculo, o que pode comprometer o desempenho de fungdes importantes a sobrevivéncia do
animal, como locomocéo e capacidade exploratoria. Embora o fipronil ndo tenha interferido no
funcionamento normal do cérebro, sua toxicidade foi expressada através de lesdes individuais,
gue embora reversivel e baixa relevancia patologica, podem ser progressivas ao longo do tempo
e, consequentemente, comprometer o Orgdo e sobrevivéncia do animal. A histopatologia
branquial apresentou baixa sensibilidade ao inseticida apds exposicdo aguda de 96 horas,
considerando que ndo houve comprometimento morfologico tecidual, provavelmente em
decorréncia da rapida transferéncia do contaminante das branquias para a corrente sanguinea.
Todavia, foi perceptivel que houve interferéncia na funcdo osmorregulatoria desse 6rgéo,
evidenciadas pelo desequilibrio hidro-eletrolitico plasmatico nos peixes expostos ao

contaminante.
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CAPITULO 3 — Alteragbes hematoldgicas e hepaticas de Colossoma
macropomum apds exposicao aguda ao inseticida fipronil.

Resumo

O uso intensificado do inseticida fipronil na agricultura tem causado contaminacdo dos
ecossistemas aquaticos, gerando grandes preocupa¢des quanto a sua toxicidade em organismos
ndo-alvo, especialmente peixes. Este estudo avaliou a toxicidade de concentracdes subletais do
inseticida fipronil no peixe neotropical C. macropomum ap0s exposi¢do aguda de 96 h. Os
animais foram divididos (n=10) em trés grupos: Controle (livre do contaminante), F40
(concentracio de 40 pg L?) e F160 (concentracio de 160 pg L1 de fipronil.
Amostras de sangue, plasma e figado foram coletadas para as anélises de toxicidade. Apds a
exposicdo, o0 numero total de eritrocitos (Red blood cells-RBC), Hemoglobina (Hb),
Hematdcrito (Hct), Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) e Concentracdo de Hemoglobina
Corpuscular Média (CHCM) diminuiram significativamente, sugerindo quadros anémicos e
disfungdo no transporte de oxigénio. Houve reducdo de modo concentracdo dependente no
numero de leucdcitos totais, com uma diminuicdo no percentual de neutrofilos circulantes do
grupo F40 em relagdo ao controle. Entretando, foi observado um aumento de Leucocitos
granulares-PAS positivo (LG-PAS positivo) apds exposicdo. Ndo houve inducéo de alteracdes
na frequéncia de micronucleos, porém foi observado uma diminui¢do concentragdo dependente
de Alteracdes nucleares eritrocitarias (ANEs) com nucleo lobulado, o que expressa o potencial
citogenotdxico do inseticida. Os parametros plasmaticos de hepatotoxicidade Bilirrubina direta
(BD), Bilirrubina total (BT) e Alanina aminotransferase (ALT) indicaram que ndo houve dano
na integridade celular e sistemas biliares. A toxicidade do fipronil induziu lesdes no tecido
hepético, como alteracdo da arquitetura hepatica em ambos os grupos tratados em relacdo ao
controle e degeneracdo citoplasmatica entre F160 e F40, mas sem comprometimento do érgédo.
Ocorreu deplecdo nos niveis de glicogénio hepatico conforme aumento da concentracao,
mantendo a glicose plasmatica dentro da normalidade. O indice hepatossomatico (IHS)
permaneceu inalterado apds exposic¢do ao contaminante. O fipronil ndo interferiu na capacidade
de detoxificacdo do organismo, considerando a ndo alteracdo do complexo enzimatico
Glutationa reduzida e Glutationa-S-Transferase. Em concluséo, a toxicidade do fipronil causa
distdrbios nos parametros eritrocitarios e leucocitarios, interferindo no sistema imunolégico de
C. macropomum. Concentragdes subletais de fipronil induz alteracGes de efeitos metabolicos e
morfofisioldgicos no tecido hepatico.

Palavras-chave: Hematologia; hepatotoxicidade; tambaqui; genotoxicidade; metabolismo.
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1. Introducgéo

Os ecossistemas aquaticos sdo expostos diariamente a uma variedade de agentes
quimicos, advindos principalmente de atividades agricolas (Neamat-Allah et al., 2021;
Mahmoud et al., 2020). Os inseticidas sdo substancias quimicas amplamente utilizadas em
lavouras com a finalidade de proteger e controlar pragas nas plantagdes, todavia, ndo séo
totalmente especificas (Zaluski et al., 2015), podendo afetar organismos nao-alvos, como 0s
peixes (Costa et al., 2008). No ambiente aquatico, a toxicidade de pesticidas pode causar
mudancas bioquimicas, morfoldgicas e comportamentais na biota, interferindo, portanto, no
equilibrio bioldgico, ciclo de vida e cadeia alimentar (Nakagome; Noldin; Resgalla Jr, 2007).

O fipronil é um inseticida frequentemente utilizado na agricultura e apresenta alta
eficacia contra pragas, principalmente as resistentes aos organofosforados, carbamatos e
piretroides (Hussain et al.,2018; EI-Murr et al., 2019). Em insetos, 0 mecanismo de acdo do
fipronil consiste em bloquear os canais de cloreto controlados pelo &cido gama-aminobutirico,
levando o animal a morte por hiperexcitagéo neuronal (Ardeshir etal., 2017). Este contaminante
apresenta um alto potencial de escoamento e lixivia¢do para aguas superficiais e subterraneas,
tornando-se prejudicialmente toxico para peixes de agua doce, considerando que podem agir
em locais ndo neuronais, gerando disfun¢des mitocondriais, danos ao DNA e formacéo de
micronucleos nesses animais (Pisa et al., 2015; Badgujar et al., 2015; Quereshi et al., 2016).
Estudos sugerem que o fipronil induz a producéo de espécies reativas de oxigénio nas células
dos peixes, 0 que pode causar aumento do estresse oxidativo e dano celular (Ki et al., 2012;
Margarido et al., 2013).

Em peixes, 0 sangue caracteriza-se como um importante indicador de toxicidade, pois
permite avaliar as condicdes de salde do animal (Fathy et al., 2019). Considerando que as
células sanguineas sdo uma das primeiras a terem contato e serem afetadas por moléculas
toxicas, os parametros hematolégicos sdo importantes indicadores fisioldgicos, mostrando-se
essenciais na integracdo das respostas de peixes quando submetidos a um xenobidtico
(Sadauskas-Henrique et al., 2011). Além disso, através da avaliacdo leucocitaria é possivel
verificar a resposta imune do animal diante de interferentes ambientais (Ranzani-Paiva et al.,
2013). Sabendo que os inseticidas podem causar efeitos citogenotoxicos na biota aquética
(Anogwih; Makanjuola; Chukwu, 2013; Vera-Candioti; Soloneski; Larramendy, 2015), a
analise da frequéncia de micronucleos (MN) e alteragcdes nucleares eritrocitarias (ANES) no
sangue sdo considerados importantes biomarcadores da integridade cromossémica (Hussain et
al., 2018).
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O figado é o principal 6rgdo relacionado aos processos de desintoxicacdo e
biotransformacéo de substancias tdxicas, e desempenha funcbes importantes no metabolismo
de proteinas, carboidratos e lipidios (Tavares et al., 2018). Os hepatocitos sdo considerados o
primeiro alvo de toxicidade, pois recebe por via sanguinea os poluentes absorvidos do ambiente,
podendo de acordo com o tipo de substancia quimica, tempo de contato e concentracao sofrer
alteracdes em sua funcionalidade normal (Braunbeck et al., 1990). Portruneli et al. (2021)
relaram que a toxicidade do fipronil causa alterac6es citologicas, morfoldgicas e histoquimica
nos hepatocitos com processos autofagicos, esteatose e morte celular por necrose.

Diante do avan¢o da contaminacdo aquéatica por substancias quimicas e da grande
ameaca que oferecem a organismos ndo-alvo, este estudo investigou o efeito agudo de
concentracdes subletais do inseticida fipronil nos parametros hematologicos e tecido hepético
de Colossoma macropomum, utilizando a integracdo de biomarcadores sanguineos,
morfolégicos e de biotransformacdo. O tambaqui (Colossoma macropomum Cuvier, 1818) é
uma espécie de alta importancia comercial em regides tropicais, sendo responsavel por uma
parcela consideravel do mercado nacional de pescado. Logo, sua ampla disponibilidade em
empreendimentos de aquicultura e sua resisténcia aos desafios ambientais tornam esse
organismo um bom indicador em estudos toxicoldgicos de contaminacdo aquatica (Campos-
baca; Kohler, 2005).
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2 Material e métodos
2.1 Peixes

Juvenis de C. macropomum (massa corporal = 201,6 + 18,2 g e comprimento total =
22,2 £ 0,7 cm) foram fornecidos pelo setor de piscicultura do Instituto Federal do Tocantins —
Campus Araguatins, TO, Brasil. Os peixes foram transportados até o Laboratério de
Morfofisiologia e Bioquimica de Peixes Neotropicais, da Universidade Federal do Norte do
Tocantins, Centro de Ciéncias Agrarias em Araguaina, onde foram aclimatados por 30 dias em
tanques de 3000 L, com fluxo continuo de agua, fotoperiodo natural (12h luz:12 escuro),
parametros fisico-quimicos controlados (temperatura: 26° + 2°C; OD: 6,2 + 2,3; pH 7,0 £ 01;
amonia: 0,02 £ 0,0 ppm) e alimentacdo diaria “ad libitum” com ragdo comercial (40% de

proteina).

2.2 Contaminante

A formulacgdo comercial Regent® 800 WG foi utilizada como fonte do principio ativo
fipronil (800 g/kg). Os bioensaios foram baseados em uma concentracao estipulada pela United
States Environmental Protection Agency (EPA), como ndo prejudicial para peixes, e em valores
médios de concentracdes ambientalmente relevantes do inseticida disponivel no meio aquatico
(CETESB, 2018; Santillan Deiu et al., 2021).

2.3 Delineamento experimental

Apds a aclimatacdo, os animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos (n = 10
em cada grupo) em caixas de 300 L com aeracdo artificial constante. Os peixes foram expostos
a duas concentracdes do inseticida fipronil (F40 = 40 pug L™ e F160 = 160 pg L), de modo
agudo (96 h), em sistema estatico, com os parametros fisico-quimicos controlados e privados
de alimentacdo durante o teste. Um grupo foi utilizado como controle, mantidos nas mesmas
condicBes que os tratados, porém em agua livre do contaminante.

Apds a exposicio, os animais foram anestesiados com benzocaina (0,1 g L) e um 1 mL
de sangue foi coletado via pungdo caudal com seringas heparinizadas para analises dos
parametros hematoldgicos, plasmaticos e citogenotoxicos. Apos biometria, os peixes foram
eutanasiados via seccdo medular para coleta do figado. Seguidamente, as amostras de figado
foram pesadas para analise do IHS, lavadas em solugéo salina (0,9% NaCl) e fixadas em solucgéo
de Bouin para analises morfoldgicas ou congeladas a -80 °C para analises bioquimicas.

Esse experimento foi aprovado pelo Comité de Etica de Uso Animal (CEUA) da
Universidade Federal do Tocantins (Processo n°® 23.101.001.315/22-35).
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2.4 Biomarcadores hematoldgicos

As andlises hematologicas foram determinadas seguindo a metodologia de Sadauskas-
Henrique et al. (2011). O sangue foi utilizado para a determinacdo de hematdcrito (Hct),
numero total de eritrocitos (RBC) e hemoglobina (Hb). Foram estabelecidos os indices
hematimétricos: Volume Corpuscular Médio (VCM), Hemoglobina Corpuscular Média (HCM)
e Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM). Os tubos capilares foram
centrifugados a 12000 g durante 3 minutos na centrifuga de micro hematocrito e sua
porcentagem determinada utilizando um cartdo padrdo especifico para leitura. O RBC foi
determinado em solu¢do com 10 L de sangue diluido em 2 mL de formol citrato, e analisado
posteriormente em camera de Neubauer no microscopio Optico (aumento 400x). A
quantificacdo da concentracdo de hemoglobina, foi estabelecida com a diluicdo de 10 uL de
sangue diluido em 2 mL de solucdo de Drabkin. A leitura foi realizada em espectrofotémetro a
540nm.

As distensdes sanguineas foram confeccionadas logo no ato da retirada do sangue e
secas em temperatura ambiente, sendo posteriormente fixadas em metanol e coradas com um
Kit Panoptico Rapido (Laborclin®). Um total de 5.000 células sanguineas foram analisadas em
microscopio de luz (magnificacdo 1000x) para determinagdo do nimero total de leucécitos e
trombdcitos totais, assim como para contagem diferencial de leucécitos.

2.5 Teste de microndcleo (MN) e anomalias nucleares eritrocitarias (ANES)

Laminas de extensdes sanguineas foram fixadas e coradas utilizando um Kit pandtico
rapido (Laborclin®). A metodologia seguida foi a de Carrasco, Tilbury, Myers (1990), com
adaptacGes de Cavalcante (2008). A avaliacdo da presenca de micronucleo foi estabelecida na
contagem de 3.000 eritrdcitos, em microscopio éptico, no aumento de 1000x. Para definir os
micronucleos, alguns critérios foram estabelecidos, como: ser morfologicamente semelhante ao
nacleo principal; ter tamanho em até 1/3 do ndcleo; ndo apresentar refringéncia e apresentar
mesma coloracgdo que o nucleo principal. As principais classificacdes estabelecidas para ANEs,
guanto a sua morfologia foram: nlcleo segmentado; reniforme; lobado; entalhado; binucleado

e vacuolado.

2.6 Bilirrubina total e Bilirrubina direta plasmatica
Amostras sanguineas foram centrifugadas a uma velocidade de 12000 g a 4°C por 3
minutos, para obtencdo do plasma. A quantificagdo da concentracgdo de bilirrubina total (BT) e

bilirrubina direta (BD) foi realizada utilizando um kit Labtest® ref.31, comparados com um
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padrdo de bilirrubina Labtest® ref. 32. A bilirrubina do plasma é dosada pela diazoticdo e
formacdo de azobilirrubina vermelha. A BD ¢é dosada em meio aquoso, ao passo que a BT
(direta + indireta) é dosada por acao de um solubilizador de acdo catalisadora. Para a leitura das
absorbancias das amostras, foi utilizado o espectrofotometro de microplacas (Asys UVM 340)

em A = 525 nm. Os resultados foram expressos em mg dL..

2.7 Alanina-aminotransferase plasmatica

Para obtencdo do plasma, amostras sanguineas foram centrifugadas a uma velocidade
de 12000 g a 4°C durante 3 minutos. Para a determinacdo da atividade da alanina-
aminotransferase (ALT) (U mg proteina™®) no plasma foram realizadas por meio de um kit
comercial Labtest® (ref. 1008 e 109, Brasil), de acordo com as instru¢@es do fabricante. O
principio da técnica baseia-se na catalise da transferéncia do grupo amina da alanina para o
cetoglutarato, com formacéao de glutamato e piruvato. O piruvato € reduzido a lactato por acao
da lactato desidrogenase (LDH), enquanto que a coenzima NADH é oxidada a NAD, e a

absorbancia em 340 nm € diretamente proporcional a atividade da ALT na amostra.

2.8 Histopatologia do figado

Amostragens de figado foram coletadas e fixadas em solu¢do de Bouin, por 48 horas, e
posteriormente desidratadas em séries crescentes em etanol (de 70-100%) para preparo das
laminas histologicas. Seguidamente, foram diafanizadas em xilol e incluidas em parafina
histoldgica. Cortes teciduais foram preparados em 5um de espessura, corados com hematoxilina
e eosina e finalizados com Entellan®. Cinco campos amostrais foram aleatoriamente
selecionados em 5 seccOes histoldgicas, totalizando 25 campos, utilizando microscopia de luz
acoplada a uma camera (aumento 400x) sob andlise cega ao observador.

Para analises histopatol6gicas seguiu a metodologia de Paulino et al. (2020). A
classificacdo individual da alteragdo histopatoldgica foi baseada em um escore (Sc) e um fator
de importéncia (Fi) na qual mostra o indice de lesdo no 6rgéo (lat). O escore depende da
distribuicdo da lesdo no 6rgdo, onde: (0) auséncia de lesdo; (1) raramente presente; (2)
ocorréncia leve; (3) moderadamente frequente, (4) grave ocorréncia. O Fi indica a severidade
da leséo e os efeitos na sobrevivéncia do animal: (1) leséo totalmente reversivel e assim, com
pouca relevancia patologica; (2) les@o reversivel apos a remocao do agente estressor e assim,
com moderada importancia patoldgica; (3) leses irreversiveis e com alta importancia
patologica. O indice de lesdo e comprometimento do 6rgdo (lorg) foi baseado na somatéria do

lait € expresso como média do grupo (lorg = Zlar).
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2.9 Glicose plasmaética

Amostras sanguineas foram centrifugadas a uma velocidade de 12000 g a 4°C durante
3 minutos, para obtencdo do plasma. A glicose foi quantificada fotometricamente em extratos
neutros (A = 505 nm), utilizando um kit comercial Labtest® ref.133 (Glicose Liquiform),
seguindo as instrucdes do fabricante.

2.10 Glicogénio

O glicogénio hepatico foi determinado pela concentragdo de acUcares redutores totais
segundo a metodologia de Bidinotto et al. (1997). Para esta analise, 50 mg de figado foram
preparados em KOH 6N, e entdo aquecidos em banho maria a uma temperatura de 100°C por
3 minutos. Em uma aliquota de 250 pL, foi adicionado 3 mL de etanol P.A e 100 puL de sulfato
de potassio 10% (K2SOs). Posteriormente, as amostras foram centrifugadas em 3.000 rpm, por
3 minutos. O sobrenadante foi descartado através da inverséo do tubo e o precipitado foi diluido
em 2,5 mL de 4gua destilada. Em seguida, foram adicionados 0,5 mL de fenol e 2 mL de H2SO4.
A leitura foi realizada em espectrofotometro em A = 480 nm, contra um padrdo de glicose

(1mM) e expressas em pmol de glicosil-glicose g tecido™.

2.11 Indice hepatossomatico
Para a analise do indice hepatossomatico (IHS) seguiu-se a metodologia descrita por

Ratton et al. (2003), no qual o IHS = [massa do 6rgdo (g) x 100] / massa corpoérea (Q).

2.12 Glutationa reduzida e glutationa-S-transferase do figado

A atividade da GST (U mg proteina™) foi determinada de acordo com Habig e Jakobi
(1981), usando o CDNB (1-cloro-2-4-dinitrobenzeno) como substrato. A absorbancia foi
monitorada a 340 nm, em um periodo de 3 minutos com intervalos de 30 segundos. A
concentracgio de GSH (nmol GSH proteina?) foi definida de acordo com Wilhelm-Filho et al.
(2005), utilizando o DTNB (&cido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenz6ico) como reagente. A formacgéo
do anion tiolato foi medida a 415 nm. O contetido de GSH foi expresso em pg GSH mg

proteina ! com base em uma curva padrio de GSH.

2.13 Proteina total
O teor da proteina total (mg proteina™ mL™), do figado para as analises de GST, GSH,

ALT foi determinado pelo método de Bradford, utilizando coomassie brilliant blue G-250
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(BRADFORD, 1976), adaptado para leitura em microplaca (Asys UVM 340) conforme descrito
por Kruger (1994) e utilizando a albumina bovina (1 mg mL™) como padrio. A absorbancia das

amostras foi medida a 595 nm.

2.14 Analise estatistica

Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M). Os dados
foram submetidos ao teste de normalidade (D’agostino & Pearson) e as diferencas entre o grupo
controle e os grupos tratados foram detectadas por analise de variancia (ANOVA) One-way,
seguido de pds-teste de Bonferroni (n>8) e seu correspondente ndo paramétrico Kruskal-Wallis
e pos-teste Dunns. Todos os testes estatisticos foram realizados utilizando software GraphPad

Prism 5.0, considerando significancia de p < 0,05 em relacdo ao grupo controle.
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3. Resultados

Durante a exposi¢do, ndo houve mortalidade de nenhum dos organismos submetidos as

concentracgdes do fipronil.

3.1 Parametros hematoldgicos e citogenotoxicos

Os valores médios para os parametros eritrocitarios e leucocitéarios estdo descritos na
Tabela 1. A exposicdo ao inseticida reduziu o percentual do HCT de modo concentracéo-
dependente nos grupos expostos. Houve diminui¢do na concentracdo de Hb e contagem de RBC
no grupo F160 em relagdo ao controle e entre tratados. Os indices hematimétricos
demonstraram reducdo do HCM entre os grupos tratados e diminui¢cdo do CHCM em F160 em
relacdo ao controle e F40. A analise de leucograma demonstrou diminui¢do concentracdo
dependente dos leucdcitos totais nos grupos expostos. Na contagem diferencial de leucocitos,
houve uma diminuicdo de neutrofilos circulantes e um aumento para LG-PAS positivo no grupo

F40 em comparacdo ao controle.

Tabela 1 - Valores médios (+ E.P.M.) dos pardmetros hematoldgicos de tambaqui (Colossoma. macropomum)
apos exposicdo aguda de 96 horas a duas diferentes concentragdes do inseticida fipronil. (*) Indica diferenca
(p<0,05) em relacéo ao controle. (#) Indica diferenca (p<0,05) entre tratados.

PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Controle F40 pug L1 F160 ug L
Parametros
HCT (%) 30,2+1,0 24,2 +1,9* 16,4 + 1,2*#
Hb (g dL) 6,6 £0,2 55+04 2,5+ 0,2*#
RBC (10* células mm?d) 142,4+93 114,2 + 14,6 69,3 + 6,4*#
indices hematimétricos
VCM (um?) 218,6 £10,9 2246 + 14,9 231,8+84
HCM (pg célula™) 46,0+ 2,7 52,8+5,1 36,8 + 2,6#
CHCM (g dLY) 224+1.2 23,6+1,8 15,0 £ 0,5*#
Variaveis leucocitarias
Leucdcitos totais 34+04 2,1+0,3* 1,7+0,1*
Tromboctos totais 40+0,3 45+0,6 3,3+0,2
Linfocitos (%) 479+ 4,7 56,4 + 4,1 53,9 +4,0
Mondcitos (%) 99+17 11,8+1,7 12,4+22
Eosinofilos (%) 0,2+0,1 04+0,1 04+0,2
Neutréfilos (%) 40,1+3,8 25,8 +2,8* 31,8+5,0
Basofilos (%) 0,0+0,0 02+0,1 0,2+0,1
LG — PAS (%) 1,7+0,3 3,0+0,7* 19+04
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A andlise da frequéncia de MN ndo apresentou alteracdo significativa entre os grupos.
Todavia, em ANEs foi observado diminuicao de 21,3% de células lobuladas no grupo F40 e 36,9%
em F160 quando comparados ao controle. Para as demais ANES, ndao houve alteracdo (Tabela 2).
Tabela 2 - Valores médios (+ E.P.M) dos parametros micronucleares e ANEs em eritrécitos de tambaqui

(Colossoma macropomum) apés exposi¢do aguda de 96 horas ao fipronil. (*) Indica diferenga (p<0,05) em relagédo
ao grupo controle.

GENOTOXICIDADE

Parametros Controle F40 ug L F160 ug L*
Micronucleo 0,01 + 0,00 0,73+0,46 0,50 + 0,22
ANES

Binucleada (%) 0,09 + 0,02 0,05+ 0,02 0,10 £ 0,05
Reniforme (%) 3,09 +0,28 2,47 +0,13 2,48 £ 0,20
Segmentada (%) 0,08 + 0,01 0,07 £ 0,02 0,06 + 0,01
Indentada (%) 0,12 £ 0,02 0,07 £0,02 0,11+£0,01
Lobulado (%) 3,74 £ 0,27 2,92 £0,19* 2,36 £ 0,14*
Vacuolada (%) 0,01 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00

ANES = Anomalias Nucleares Eritrocitarias.

3.2 Variaveis plasmaticas de hepatotoxicidade

Os biomarcadores plasmaticos estdo representados na Tabela 3. ApOs exposi¢do nao
houve alteracdo nas concentracGes plasmatica BD e BT, todavia, foi observado uma diminuicdo
da atividade da ALT no grupo F160 em relacdo ao controle.

Tabela 3 - Valores (x E.P.M.) dos parametros plasmaticos de hepatotoxicidade de Colossoma macropomum em
96h apds exposi¢do ao inseticida fipronil. ALT — Alanina Aminotransferase; BD — Bilirrubina Direta; BT —
Bilirrubina Total. (*) Indica diferenca (p<0,05) em relacdo ao grupo controle.

Variaveis
ALT BD BT
Grupos nmol min* mg mg dL* mg dL*
proteina®
Controle 0,7+0,2 0,4+0,0 1,3+0,2
F40 pg L™ 0,6 £0,0 04+0,1 13+04
F160 pg L 0,5 + 0,0 04+0,1 1,3+0,2

3.3 Analise histopatoldgica de figado
Na analise histopatoldgica do figado, o lat demonstrou significancia para alteracdo da

arquitetura hepatica e degeneracgéo citoplasmatica (Tabela 4). O lorg demonstrou que nao houve

comprometimento do tecido hepatico entre os grupos expostos (Figura 1).
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Tabela 4 — indice de alteragdo individual (1) no figado de peixes tambaqui expostos a diferentes concentracdes
do inseticida fipronil por 96 horas. (*) Indica diferenca (p<0,05) em relacdo ao controle. (#) Indica diferenca
(p<0,05) entre tratados.

indice de Alteracgdo Individual do Figado - lait
Concentragéo de Fipronil (ug L?)

Alteracao Controle F40 F160
Acumulo de substancias intracelulares 04+0,1 05%0,1 0,2+0,1
Alteracdes nucleares 0,2+0,2 0,4+0,2 0,2+0,2
Alteracdo da arquitetura hepatica 16+0,1 2,5%0,2* 2,5%£0,1*
Degeneracdo citoplasmatica 1,8+£0,1 15+£0,2 2,0 £0,0#
Hemorragia intra-hepética 0,1+0,1 0,2+0,1 0,0+£0,0
Hipertrofia dos hepatdcitos 10£0,1 0,8%0,1 09+0,1
Hiperemia dos sinusoides 0,5+0,1 0,4%0,1 0,8+0,1

Figura 1 - Indice de lesdo do 6rgdo (lorg) em figado do tambaqui (Colossoma macropomum) expostos as
concentragdes de 40 e 160 pg L do fipronil por 96 horas.

101

C F40 F160
Fonte: autora (2024)

3.4 Glicose, Glicogénio e indice Hepatossomatico
N&o houve alteracdo da glicose plasmatica em ambas as concentragdes expostas ao fipronil.

Apds a exposicdo, os niveis de glicogénio hepatico diminuiram de modo concentracéo-

dependente. O IHS n&o apresentou alteracdo entre os grupos (Figura 2).
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Figura 2 — Valores médios (+ E.P.M.) de glicose plasmatica (A), glicogénio hepatico (B) e indice
hepatossomatico (C) para o tambaqui apds exposicdo aguda as concentracdes de 40 e 160 pg L do inseticida
fipronil. (*) Indica diferenca (p<0,05) em relagéo ao grupo controle.

Glicose plasmatica

Glocogénio

A

150-

4~ 100-

|

©

[@)]

E 50
0

o

S

S 1001
k3)

2

- 804
)

8 60-
©

o

= 40+
[72]

o

©

a 20‘
S

s 0
=

1.59

1.0

IHS

0.5+

0.0

F40 F160
*
*
——
F40 F160
—_
F40 F160

Fonte: autora (2024)



3.5 Sistema de biotransformacédo (GSH-GST)

de exposicéo a fipronil, conforme representado na Figura 3.

70

A concentracdo de GSH e atividade da GST nédo apresentaram alteracdes apds 96 horas

Figura 3 — Concentracéo de glutationa reduzida (GSH) (A) e glutationa-s-transferase (B) no figado de tambaqui

>

nmol GSH / mg pt*

expostos as concentragdes de 40 e 160 g L do fipronil por 96 horas.
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4. Discusséo
O inseticida fipronil demonstrou ser potencialmente toxico para C. macropomum em

exposicao subletal aguda, induzindo o organismo a realizar ajustes fisioldgicos, metabdlicos e
morfologicos, entendidos como estratégias para manter sua sobrevivéncia diante das condigdes
adversas impostas.

Neste estudo, a diminuicdo das variaveis eritrocitarias sugere quadros anémicos e
disfuncdo no transporte de oxigénio nas células. A diminuicdo de RBC, Hb e Hct sdo indicativos
de anemia normocitica (Naoum; Naoum, 2008), ao passo que, a reducao da HCM e CHCM tem
correlacdo com a deficiéncia na concentracdo de hemoglobina na célula e evidenciam que o
quadro anémico também é hipocrémica (Naoum, 2011). Diminuicdo do RBC, Hb e Hct também
foram relatados por Ghaffar et al. (2018) em Cyprinus carpio apos exposi¢do as concentracdes
de 0,06; 0,08 e 0,10 mg L de fipronil por 12 dias, demonstrando que o inseticida afeta
diretamente os parametros eritrocitarios de peixes. Uma reducdo na contagem de RBC, Hb e
Hct em peixes, pode estar associado a ocorréncia de hemolise, rapida oxidacdo da hemoglobina
em metahemoglobina, destruicdo de eritrocitos ou estresse oxidativo nos tecidos formadores de
sangue (Ghaffar et al., 2018; Gul et al., 2017; Velmurugan et al., 2016; Gupta et al., 2014).

Considerando que os leucdcitos sdo responsaveis pela defesa do organismo, e que
utilizam as vias sanguineas para efetuar o monitoramento e emissao de respostas imunolégicas
contra infecgdes e/ou injdria tecidual (Saravanan et al., 2017), a reducdo no numero de
leucdcitos totais observada neste estudo, sugerem uma diminuicao da resposta imune do animal
induzida pela acdo do fipronil. Sabendo que os neutrofilos apresentam alta sensibilidade a
modificagdes ambientais e emitem respostas contra lesdes e inflamacdes (Havixbeck; Barreda,
2015), a diminuicdo dessas células apds exposi¢do, podem indicar um aumento da sua migracao
para tecidos lesionados. A leucopenia pode tornar os peixes susceptiveis a infeccdes e doencas
parasitarias ou até causar a morte do animal (Wiik et al., 1989). Semelhante ao estudo,
Fredianelli et al. (2019) também relataram diminuicdo de leucécitos totais em Rhamdia quelen
ap0s exposicao as concentracdes de 0,3 e 0,4 mg Lt de fipronil.

Nos achados deste estudo, nenhuma alteracdo foi observada na frequéncia de MN,
demonstrando que nas concentracfes expostas, o fipronil ndo causou efeitos clastogénicos.
Todavia, ndo se pode descartar a possibilidade de que a ndo observancia de MN possa estar
associada a reducdo no RBC dos grupos tratados, o que possivelmente dificultou a visualizagéo
dessas células, ou atraso na sintese de DNA durante a eritropoiese. Achados semelhantes foram
relatados por Fredianelli et al. (2019) apds exposicdo de bagres prateados (R. quelen) as

concentraces de 0,3 e 0,4 mg L de fipronil. Segundo estes autores, a aplicagdo do teste de
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MN em sangue periférico é particularmente indicada para condi¢des de exposi¢do crbnica, logo,
uma exposicao prolongada é necesséria para acumular a substancia toxica no organismo a uma
concentracdo capaz de causar alteracGes nesse parametro.

Sugere-se que a diminuicdo de ANEs com nucleos lobulados pode estar relacionada a
diminuicdo no numero de células eritrocitarias. As alteracfes no nucleo das células séo
decorrentes de uma tentativa de controle do ciclo celular e reparo do DNA em uma regido do
cromossomo afetada, de modo que a membrana nuclear cria imperfei¢6es, dando origem a tais
anomalias (Shimizu et al. (1998). Estudos sugerem que as alteracdes eritrocitarias sejam
decorrentes do efeito citotdxico do fipronil, resultando em disparidades cromossémicas
(Hussain et al., 2012; Ghaffar et al., 2015). Segundo Bolognese e Hayashi (2011) os peixes
apresentam resposta citogenotoxicas de exposicdo a poluentes semelhante a dos mamiferos, o
que viabiliza a comparacdo da avaliacdo de substancias potencialmente prejudiciais para 0s
seres humanos, embora menor quantidade de DNA por célula e do baixo indice mitético na
atividade celular dos peixes. Deste modo, havendo alteracbes em ANES, sugere-se que a
exposicdo a longo prazo ao fipronil possa levar a danos graves no material genético de C.
macropomum.

A utilizacdo de biomarcadores plasmaticos tem sido frequentemente empregada para
documentar e quantificar tanto a exposi¢do quanto os efeitos causados por poluentes (Winkaler
et al., 2001). A bilirrubina é um dos principais pigmentos biliares encontrados nos sistemas
circulatérios dos peixes, sendo o produto do catabolismo da hemoglobina (Abouelghar; EI-
Bermawy; Salman, 2020). Sabendo que os padrdes de BD, BT e ALT sdo indicadores
bioquimicos de hepatotoxicidade (Dufour et al., 2001; Ozer et al., 2008), neste estudo, a
normalidade desses parametros indicam que a toxicidade do fipronil ndo causou danos
hepéticos e ndo comprometeu a integridade e funcionalidade das células e dos sistemas biliares
em C. macropomum, integrando os achados histopatolégicos do figado, em que ndo houve
comprometimento da funcdo normal do 6rgdo hepatico. As transaminases plasmaticas emitem
respostas a varios estressores quimicos (Xido et al., 2019). Neste estudo, a diminuicdo da ALT
plasmatica evidencia que ndo houve prejuizos na integridade celular dos peixes expostos ao
fipronil. Segundo Ovie et al. (2010), poluentes toxicos afetam a atividade enzimatica de peixes,
causando distor¢cdes nas organelas celulares, o que pode provocar aumento ou diminui¢do nas

atividades enzimaticas desses animais.
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O figado é o primeiro 6rgdo a receber metabdlitos e nutrientes, bem como o primeiro a
ser exposto a compostos toxicos (Sreelatha et al., 2009). Embora houvesse presenca de
alteracdes individuais no tecido hepatico de C. macropomum, foi constatada auséncia de
comprometimento na funcionalidade normal do érgdo. O aparecimento das lesdes presente
nesse estudo pode ser atribuido a ajustes morfofisioldgicos no tecido hepatico, como alternativa
para minimizar os impactos da toxidade do fipronil no 6rgdo e evitar potenciais danos a
sobrevivéncia do animal. De acordo com Fischer et al. (2000), mudancas na alteracdo da
arquitetura hepatica, causadas pela perda do formato dos hepatdcitos e aumento do espaco
intercelular podem refletir a desorganizacdo das proteinas poliméricas, componentes do
citoesqueleto celular. Apesar deste estudo ndo ter observado lesGes hepaticas, Qureshi et al.
(2016) relataram que a toxicidade do fipronil é capaz de induzir hemorragia hepaética,
hiperplasia e hipertrofia nuclear, congestdo tecidual e ruptura do ducto biliar no figado de
Cyprinus carpio.

Nos teledsteos, o glicogénio hepatico é uma reserva energética prontamente liberada
nos primeiros sinais de estresse (Christiansen; Klungsoyr, 1987). O glicogénio hepatico é fonte
de glicose e auxilia na regulacdo dos niveis de glicose no sangue (Moon, 1998). Segundo
Montanha e Pimp&o (2012), em situacdes de estresse, o perfil glicidico pode sofrer alteracdes
nos organismos expostos. Neste estudo, a diminuicdo no glicogénio hepatico evidencia
situacOes de estresse nos animais tratados com o fipronil, sugerindo metabolizacdo de glicose
nas células com consequente demanda energética do glicogénio para manter a glicemia normal
do organismo. Considerando que a hipoxia € uma das causas resultantes de deplecédo do estoque
de glicogénio (Cattaneo et al., 2008), sugere-se que a diminuicdo dessa reserva energética neste
estudo, possa estar relacionada a alteragdes no transporte de oxigénio, evidenciado pela reducgéo
da Hb e CHCM nos parametros eritrocitarios.

O IHS esta comumente associado ao estado nutricional e energético dos peixes (Querol
et al., 2002), apresentando estreita relacdo com os niveis de glicogénio nas células hepéticas
(Cyrino et al., 2000). Considerando que este estudo demonstrou diminui¢cdo no glicogénio
hepético e inalteracdo do IHS, sugere-se que possa ter ocorrido um aumento na osmolalidade
celular, resultando em um maior nimero de particulas em solucdo, o que néo interferiu no peso
do 6rgdo. Valores de IHS inalterados indicam que ndo houve alteragcbes hepaticas graves,
resposta que se integra a alteracdo do lorg do figado. Santillan-Deiu et al. (2021) também nao
observaram alteracdes no IHS de P. lineatus apds exposicdo de 21 dias as concentragdes de 0,5

e 9 ug L de fipronil. Portanto, a utilizacdo de biomarcadores de biotransformacio e danos
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celulares ¢ um dos métodos frequentemente empregados para avaliar os efeitos toxicos de
contaminantes ambientais em peixes (Bonomo et al., 2021).

O sistema GST-GSH atua na fase Il de desintoxicacédo, realizando a conjugacdo de
metabolitos gerados durante a fase | de biotransformacdo, excretando da célula o produto
resultante sem causar potenciais danos celulares (VVan der Oos; Beyer; Vermeulen, 2003). Neste
estudo, as concentracdes de fipronil ndo alteraram os niveis de GSH, embora Ghazanfar et al.
(2018) tenha relatado diminuicdo no conteudo de GSH apds exposi¢do aguda de C. carpio a
200 pg L de fipronil. Portanto, como a GSH pode eliminar espécies reativas de oxigénio
(ERO) diretamente (Huang et al., 2015), a ndo alteracdo desse parametro indica que o inseticida
ndo induziu dano oxidativo severos nos animais expostos. Além disso, a GSH desempenha
papel vital no sistema de defesa dos peixes, pois as enzimas GPx e GST dependem dela como
substrato (Monteiro; Rantin; Kalinin, 2010). Semelhantes aos resultados desse estudo, Wu et
al. (2014) relataram que a atividade da GST permaneceu inalterada ap6s exposi¢do de D. rerio
as concentracdes de 0,2; 0,4 e 20 pg L™ de fipronil.
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5. Concluséao
Concentracdes subletais de fipronil sdo relativamente toxicas para C. macropomum,

induzindo alteragdes de efeitos fisioldgicos e citogenotoxicos em exposi¢do aguda de 96 horas.
As alteracdes nos biomarcadores hematoldgicos representaram uma resposta compensatoria do
animal para manter o sangue oxigenado, visando minimizar os riscos a saude. A toxicidade do
fipronil causa ajustes metabolicos e morfofisioldgicos no figado, o que pode estar relacionado
a situagdes de estresse no animal, entretanto, o inseticida ndo induz comprometimento do érgéo
e ndo ativa o sistema de biotransformacéo de xenobidticos (GSH/GST) em C. macropomum.
Embora as lesbes evidenciadas no tecido hepatico sejam reversiveis e de baixa relevancia
patoldgica, podem ser regressivas ao longo do tempo e, consequentemente, afetar a saude e

sobrevivéncia do animal.
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