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RESUMO

A contaminacgdo por residuos de pesticidas em tanques de cultivo de peixes,
decorrentes da lixiviagdo de areas agricolas, pode produzir respostas histopatologicas
adversas nesses organismos. O objetivo deste trabalho foi analisar a ocorréncia de
alteracdes em células sanguineas, branquias e figado de individuos de tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) cultivados em tanques de piscicultura suscetiveis a
contaminacéo por pesticidas. O material biolégico foi retirado de 100 individuos de
tilapia do Nilo oriundos de cinco pisciculturas, sendo 20 individuos por propriedade.
As propriedades foram escolhidas pela proximidade de areas agricolas e potencial de
contaminagdo por pesticidas. As andlises citologicas das células sanguineas
indicaram presenca de micronucleos nos eritrécitos. As alteracdes branquiais
observadas foram: hiperplasia entre lamelas, espessamento lamelar, deslocamento
de epitélio, dilatacdo capilar (aneurisma), edema, fusdo lamelar, proliferacéao epitelial
e atrofia lamelar. Dentre as lesGes hepaticas destacaram-se ocorréncia de nucleos
periféricos nos hepatdécitos, vacuolizacdo, desarranjo cordonal, necrose tecidual,
presenca de melanomacrofagos, degeneracdo nuclear e nucleo picnético. As
alteracdes encontradas nos tecidos de O. niloticus podem ser consideradas
indicadores biologicos de contaminacdo aquética por pesticidas na producdo de
peixes em cativeiro.

Palavras-chave: Lesdo celular. Defensivos agricolas. Micronlcleos. Hepatopatia.
Branquite. Aquicultura.



ABSTRACT

Contamination by pesticide residues in fish culture tanks resulting from the
leaching of agricultural areas may produce adverse histopathological responses in
these organisms. The objective of this work was to analyze the occurrence of
alterations in blood cells, gills and liver of individuals of Nile tilapia (Oreochromis
niloticus) grown in pisculture tanks susceptible to contamination by pesticides. The
biological material was collected from 100 individuals of Nile tilapia from five fish farms,
of which 20 were individuals. The properties were chosen because of the proximity of
agricultural areas and potential for contamination by pesticides. Cytological analysis of
blood cells indicated the presence of micronuclei in erythrocytes. Gill alterations were
observed: lamellar hyperplasia, lamellar thickening, epithelial displacement, capillary
dilation (aneurysm), edema, lamellar fusion, epithelial proliferation and lamellar
atrophy. Among the liver lesions were peripheral nuclei in the hepatocytes,
vacuolization, cordonal derangement, tissue necrosis, presence  of
melanomacrophages, nuclear degeneration and pycnotic nucleus. The alterations
found in O. niloticus tissues can be considered biological indicators of aquatic
contamination by pesticides in the production of captivefish.

Key words: Cell injury. Pesticides. Micronuclei. Hepatopathy. Branquite. Aquaculture.
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1 INTRODUCAO

O uso inadequado do solo e a intensa utilizacdo de pesticidas visando
aumento da produtividade agricola representa uma importante fonte de contaminacéao
das aguas superficiais e subterraneas na atualidade (SHIOGIRI et al., 2012). No Brasil
tal fato torna-se ainda mais evidente, principalmente por assumir a posicao de maior
consumidor de pesticidas do mundo (TAVELLA et. al., 2011), ultrapassando em 2014
a marca de 1 milhdo de toneladas, o que representa um consumo per capita médio de
5,2 Kg/ano (INCA, 2015).

Segundo a Associacdo Brasileira de Saude Coletiva (2012), dentro do
territério nacional o Estado com maior indice consumidor de pesticidas é o Mato
Grosso, representando 18,9%, seguido pelos estados de S&o Paulo (14,5%), e Parana
com 14,3%. O volume total de pesticidas comercializados no Estado do Parana foi de
158.481.566 kg no ano de 2013 (MINISTERIO DA SAUDE, 2016), com maior
concentracdo de uso nos nucleos regionais de Cornélio Procépio, Guarapuava,
Laranjeiras do Sul, Ivaipora, Irati e Toledo, apresentando valores entre 7,0 e 11,8
kg/ha/ano (IPARDES, 2010).

Dentre os principais pesticidas utilizados pela agricultura destacam-se os
herbicidas, empregados fundamentalmente no controle de plantas daninhas em
monoculturas extensivas como o milho e a soja (IBAMA, 2010). O plantio e
subsequente aplicacdo dos pesticidas nas culturas, associados a ocorréncia de
chuvas, faz com que aumente a probabilidade de contaminagdo dos ambientes
aquaticos, uma vez que sao facilmente carreados com o movimento das aguas, pela
percolacdo no solo, transportando residuos para aguas subterrdaneas ou por
escoamento superficial que favorece a contaminacdo das &guas superficiais,
especialmente em regibes com extensas areas de cultivo (MARCHESAN et al., 2010;
GAMA et al., 2013; DELLAMATRICE; MONTEIRO, 2014).Tais fatos tornam-se mais
conspicuos em locais com elevada declividade do terreno e limite de plantio proximos
a ambientes aquaticos (DELLAMATRICE; MONTEIRO, 2014).

Essas caracteristicas tornam o0s tanques escavados utilizados pela
aguicultura, pontos de recebimento de aguas lixiviadas das plantacdes adjacentes, ja
gue sédo estabelecidos nas por¢cdes mais baixas dos terrenos, devido a necessidade

de estar préximos a rios e riachos para o0 abastecimento de agua, sendo
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potencialmente suscetiveis a insercdo de residuos de pesticidas, e promovendo a
contaminacdo das espécies produzidas por estes sistemas de cultivo (BELO et al.,
2012).

Dentre as espécies mais cultivadas na piscicultura destaca-se a tilapia-do-nilo,
Oreochromis niloticus, (Linnaeus, 1758), um peixe de grande interesse mundial (LIMA,
2011). Na aquicultura brasileira a cadeia produtiva da tilapia desponta como a mais
importante (OLIVEIRA, 2009) por adequar-se as condi¢cdes climaticas do pais e
possuir um pacote tecnoldgico otimizado para a producéo (SIDONIO et al., 2012).
Além destas caracteristicas, as tilapias sdo produzidas em larga escala em sistemas
intensivos, por ser extremamente tolerantes a condigbes ambientais adversas, tais
como, variacdes de pH, oxigénio dissolvido, ambnia, temperatura e salinidade, além
de grande tolerancia ao manejo e a doencas (YASUI et al., 2006). Organismos que
apresentam tais padrdes, podem ser usados como bioindicadores de qualidade da
agua, principalmente por contaminacao de pesticidas, uma vez que em contato com
esses pesticidas, podem produzir alteracdes celulares e teciduais como resposta aos
contaminantes (CASTRO et al., 2014).

Nas células sanguineas, a presenca de micronucleos nos eritrécitos
destacam-se como alteragOes estruturais decorrentes do contato com pesticidas
durante o processo de divisio celular, produzindo fragmentos nucleares (BUCKER et
al.,, 2006; BOTELHO, 2013). Nas branquias, pesticidas presentes no ambiente
aguatico afetam e induzem o aparecimento de lesdes pela exposicdo direta,
interferindo na fisiologia respiratéria do organismo (CANTANHEDE et al., 2014;
VIRGENS; CASTRO; CRUZ, 2015) e no figado, alteracfes histopatologicas hepaticas
sdo severas e frequentes, e mesmo em baixas concentracdes de pesticidas, o
metabolismo energético celular pode ser danificado, dificultando o desempenho do
orgdo em realizar suas funcdes (SCHWAIGER et al.,1997; SALVO et al., 2015).

Neste contexto, o estudo e identificacdo de alteracdes histopatologicas
destaca-se como importante ferramenta para detec¢ao da potencial contaminacgéo dos
organismos aquaticos produzidos em sistemas de cultivo aquicola e expostos a
contaminagcdo potencial por pesticidas. Logo, nossa hipdtese € que residuos de
pesticidas provenientes de areas agricolas podem contaminar sistemas de producao
aquicola adjacentes, promovendo alteragdes morfofisiolégicas em tecidos branquiais,

hepaticos e células sanguineas da espécie de cultivo O. niloticus.
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1.10BJETIVOS

1.2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a ocorréncia de alteracdes histopatologicas em individuos de tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus), provenientes da contaminacéo por pesticidas em tanques de

piscicultura.

1.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar caracteristicas fisicas e quimicas da 4gua dos tanques amostrados
determinando possivel contaminacéo pelo pesticida glifosato.

¢ Identificar alteragBes morfofisiolégicas em lamelas branquiais provocadas pela
exposicdo a pesticidas.

e Identificar alteracBes histolégicas no tecido hepatico ocasionadas pelos
compostos residuais de pesticidas.

e Identificar alteracdes histolégicas em micronicleos de hemacias pela
exposi¢cao aos compostos residuais de pesticidas.

2 METODOLOGIA

2.1 AREA DE ESTUDO

O estudo foi desenvolvido na regido Oeste do estado do Parana, a qual
apresenta uma area total de 22.851 kmz?, equivalente a 11,45 % da area total do estado
e uma populacdo de 1.230.266 habitantes (JEBAI; MOREJON, 2015). Caracterizada
pela intensa atividade agropecudaria, destaca-se como a mesorregiao paranaense com
areas de grande uso de pesticidas, sendo a regidao de Toledo, a maior em producéo
agropecuaria, destacando-se a producdo de gréos, avicultura, suinocultura e
piscicultura (RODRIGUES; RIPPEL, 2013).
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O estudo foi realizado em quatro pisciculturas localizadas no municipio de
Palotina e uma no municipio de Marip4 (FIGURA 1), as quais utilizam sistema de
producdo em tanques escavados, com caracteristicas fisiograficas semelhantes e

estabelecidas adjacentes a areas com intensa atividade agricola (TABELA 1).

FIGURA 1. MAPA DE IDENTIFICAGAO DOS PONTOS DE COLETA,
DISTRIBUIDOS NAS MICROBACIAS DOS RIOS AZUL E SAO CAMILO.
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FONTE: Jodo Gabriel Bordignon Gomes (2017).
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TABELA 1. PERFIL DAS PROPRIEDADES COLETADAS, QUANTO AS CARACTERISTICAS
DOS TANQUES, DENSIDADE, MICROBACIA E O RESPECTIVO USO E OCUPAGCAO DO SOLO
(AGRICULTURA).

LOCAL LAMINAD'AGUA DENSIDADE MICROBACIA USO E OCUPAGCAO
DO SOLO (AGRICULTURA) DA
MICROBACIA (ZACARKIM;

(TANQUE - md) (PEIXE/m?) OLIVEIRA, 2015)
Prop. A N Rio S.gl 0 -
6000 6a’7 Camilo =~80%
Prop. B 9000 7 Rio Azul ~85%
Prop. C 10000 546 Rio Azul ~85%
Prop. D 6000 5 Rio Azul ~85%
Prop. E 8000 8a9 Rio Azul ~85%

Fonte: O autor (2017).

2.2 AMOSTRAGEM DE DADOS

As coletas do material bioldgico foram realizadas no més de fevereiro de 2016
em cinco pisciculturas durante o periodo de despesca, ao final do ciclo de producéo
aquicola. Em cada piscicultura um tanque foi selecionado aleatoriamente e coletado
amostras de agua e fragmentos de branquias, figado e tecido sanguineo para as
analises histopatoldgicas e citoldgicas. Os critérios de sele¢do das pisciculturas foram
a proximidade de areas de intensa atividade agricola, com relevo declive, tanques
escavados e na regido mais baixa da propriedade.

As propriedades apresentavam locais limpos, com boa aeragao, formulagéo
das racdes fornecidas semelhantes e livre de umidade durante o periodo de

armazenamento.

2.2.1 CARACTERISTICAS FiSICAS E QUIMICAS DA AGUA

Parametros limnoldgicos como Ph (pHmetro da marca HANNA HI-9125),
oxigénio dissolvido em mg/L (oximetro portatii LUTRON DO-5519) e temperatura da
agua (°C) foram mensurados antes do inicio da coleta de material biolégico, com a
finalidade de comparar com os valores de referéncia para o cultivo de tilapia.
Posteriormente amostras de agua foram coletadas para determinacédo de residuos do
pesticida Glifosato, sendo estabelecidas de acordo com a NBR 9898 da Associacao
Brasileira de Normas Técnicas (ABNT, 1987). As amostras foram coletadas em

tréplica e homogeneizadas para formar uma Unica amostra, sendo armazenadas em
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frascos de 2 L de polietileno e acondicionadas em caixa térmica com gelo. As coletas
foram feitas mensalmente iniciando em setembro/2016 e finalizando em janeiro/2017.
O periodo foi escolhido por coincidir com a época de maior aplicacao de pesticidas a
base de Glifosato (GLY), no ciclo produtivo da soja.

Para a detec¢@o do composto GLY e seu derivado acido aminometilfosfonico
(AMPA), foi usada a técnica de HPLC — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, com
0 equipamento cromatografo liquido, marca Thermo Scientific, modelo Ultimate 3000,
composto por modulo de bomba, auto injetor e detector Dionex Ultimate 3000. A
metodologia de determinacdo dos compostos foi baseada em Peruzzo et al. (2008),
com adaptacéo e otimizagdo por Peiter (2017).

2.2.2 MATERIAL BIOLOGICO

Foram amostrados de cada tanque selecionado, 20 individuos de tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus) saudaveis em inspecéo visual e em homogeneidade de
tamanho. De cada individuo coletado foi extraido amostras de sangue, figado e
branquias, utilizando somente a por¢do mediana da segunda branquia do arco
branquial direito para andlises histopatologicas, respeitando o protocolo de
procedimento aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPR
— Palotina (Registro CEUA 01/2016).

As amostras de sangue foram coletadas via punc¢éo cardiaca, mediante o uso
de seringas de 3 mL com agulhas hipodérmicas previamente embebidas em solucéo
de EDTA (3%). O sangue foi acondicionado em eppendorf com 0,5 pL da solucdo de
EDTA, em seguida em caixa térmica com gelo. Foi preparado esfregacos em nimero
de cinco laminas por animal e expostos a secagem em temperatura ambiente. Apos a
secagem, os esfregacos foram fixados em metanol durante 5 minutos e corados com
GIEMSA, diluida na proporcao de 2 gotas da solugéo para cada ml de agua destilada,
por um periodo de 10 minutos, apos o procedimento as laminas foram lavadas em
agua corrente e secadas em temperatura ambiente (CAPUTO et al., 2010).

Para a coleta, preparacéo e confeccdo das laminas de figado e branquias, os
procedimentos e protocolos histologicos foram de acordo com a metodologia proposta
por Ross e Pawlina (2011) e Caputo et al. (2010), para os tecidos a fixacdo usada foi

a solucéo de ALFAC, emblocamento em parafina, e submetidos a coloracao de rotina
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para H-E (hematoxilina-eosina). Posteriormente, as laminas foram visualizadas em
microscopia optica. A frequéncia de micronucleos foi determinada em eritrocitos da
circulacao periférica, de acordo com a metodologia proposta por Schmid (1975) e
modificada para 0 uso em peixes, observando-se o0s critérios propostos por Titenko-
Holland et al. (1997).

Foram considerados validos para efeitos de genotoxinas, apenas 0s casos
com ocorréncia de micronucleos em, no minimo, trés células a cada 1000 analisadas;
estruturas refringentes ndo foram consideradas microndcleos, como proposto por
Schmid (1975). A coloragdo do micronucleo foi idéntica & do ndcleo, e apenas
eritrécitos individualizados, com formato oval e citoplasma intacto, foram contados,
evitando-se 0s sobrepostos ou que apresentavam dobras. Considerou-se
micronucleos estruturas menores ou iguais a um terco do ndcleo e claramente
separados. Micronucleos alterados, foram analisados sob microscopia Optica comum,
em resolucao de 10 X 100, sob imersdo. Quanto as andlises de branquias e figado,
as alteracbes foram comparadas com alteracbes por pesticidas ja descritas na
literatura (DEVI e MISHRA, 2013; SOUSA, D. B.; ALMEIDA, Z. S.; CARVALHO-NETA,
R. N., 2013; SILVA et al., 2014; STOYANOVA et al.,, 2015; ULLAH et al., 2015;
MAISANO et al., 2016; MURUSSI et al., 2016; YANCHEVA et al., 2016).

A classificacdo das les6es encontradas nos cortes histoldgicos de branquias
e figados quanto a intensidade e distribuicdo (TABELAS 2 e 3), foram realizadas de

acordo com o diagnostico proposto pelo AFIP (Armed Forces Institute of Pathology):

TABELA 2. CLASSIFICACAO DO GRAU DE
INTENSIDADE DAS LESOES ENCONTRADAS NOS
TECIDOS HISTOLOGICOS DE BRANQUIAS E

FIGADOS.

INTENSIDADE DESCRICAO

Discreta Menos que 5% de alteracdo no tecido
Leve 5 & 30% de alteracao no tecido
Moderada 30 a 70% de alteracéo no tecido
Acentuada 70 a 95% de alteragéo no tecido
Severa 95 & 100% de alteragdo no tecido

FONTE: O autor (2017)



16

TABELA 3. CLASSIFICAGAO DO GRAU DE DISTRIBUIGAO DAS LESOES
ENCONTRADAS NOS TECIDOS HISTOLOGICOS DE BRANQUIAS E

FIGADOS.

DISTRIBUICAO DESCRICAO

Focal LesOes presentes em uma Unica regido do corte histologico
Multifocal Lesdes presentes em varios pontos do corte histologico
Difusa LesOes presentes em todo o corte histoldgico

FONTE: O autor (2017)

2.3 ANALISE DE DADOS

As frequéncias de altera¢cBes nas lamelas branquiais, tecido hepéatico e
nas heméacias foram testadas em relacdo as cinco propriedades amostradas (teste G,
Ho: as frequéncias de alteractes € independente das propriedades). Na sequéncia, as
frequéncias de alteracdes de cada propriedade foram somadas e testadas em relacéo
as suas proporcbes em cada categoria (teste qui-quadrado de aderéncia) (ZAR,
2010).

Estes mesmos procedimentos analiticos também foram aplicados para
avaliar as alterac6es em micronucleos das heméacias (frequéncia de individuos com e
sem alteracdes), as alteracbes morfofisiolégicas nas branquias (oito categorias) e no
figado (sete categorias). Em todos os testes estatisticos adotou-se o = 0,05 (ZAR,
2010).

3 RESULTADOS

3.1 CARACTERISTICAS FiSICAS E QUIMICAS DA AGUA

Durante o estudo, foi observado pequena variacado dos parametros limnolégicos
mensurados, com excegdo a variavel oxigénio dissolvido nas propriedades A e B
(TABELA 4), entretanto os valores estdo dentro dos limites de referéncia para a
producéo de O. niloticus (SHELTON; POPMA, 2006).



TABELA 4. PARAMETROS LIMNOLOGICOS ANALISADOS
NAS PROPRIEDADES AMOSTRADAS EM REGIOES
SUSCEPTIVEIS A CONTAMINACAO POR PESTICIDAS.

TEMP. AGUA
LOCAL 0O.D.(mglL) (°C) pH
Prop. A 8,1 26,7 8,19
Prop. B 2,6 27,4 8,48
Prop. C 4,2 25,1 7,93
Prop. D 52 26,4 7,89
Prop. E 4.4 27,1 8,21

Prop. = Propriedade; O.D. = Oxigénio dissolvido; Temp. =
Temperatura.

FONTE: O autor (2017)
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No que condiz a andlise quimica da agua para a deteccéo de glifosato e seu

metabolito AMPA nos tanques de cultivo, as concentracdes ficaram abaixo do limite

de deteccdo da metodologia proposta (10,0 ug L?), sendo portanto inconclusivas

(PEITER, 2017).

3.2 MATERIAL BIOLOGICO

Em todas as propriedades amostradas os exemplares de O. niloticus

apresentaram alteracBes branquiais, hepdticas e sanguineas (FIGURA 2), com

padrédo de ocorréncia e frequéncia semelhante (Gw = 0,8579; p = 0,9991). No total,

apesar das diferentes frequéncias de alteracbes (37% de hepaticas, 32% de

branquiais e 31% de sanguineas), esta variacdo nao foi significativa (X?=1,69; p =

0,43).
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FIGURA 2. PROPORGOES DE ALTERAGCOES BIOLOGICAS NOS
EXEMPLARES DE O. niloticus NAS PROPRIEDADES ANALISADAS
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FONTE: O autor (2017)

3.2.1 HEMACIAS

As células sanguineas apresentaram micronucleos periféricos (FIGURA 3) em
todas as cinco propriedades, indistintamente (Gw = 1,74; p= 0,783). No total, houve
prevaléncia de individuos (83%) com presenca de microntcleos nas células (X? =
42,25; p<0,0001) (FIGURA 4), além de apresentarem anomalias nucleares estruturais
na morfologia de nlcleos principais, com diferentes graus de evaginacdo e

irregularidade na membrana nuclear.
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FIGURA 3. ALTERACOES HISTOLOGICAS EM
ERITROCITOS DE O. niloticus EM AREAS SUSCEPTIVEIS
A CONTAMINACAO POR PESTICIDAS. PRESENCA DE
MICRONUCLEOS (SETA) EM REGIAO PERIFERICA DAS
CELULAS. MICROSCOPIA OPTICA — 40X — HE.

FONTE: O autor (2017)

FIGURA 4. PRESENCA E AUSENCIA DE MICRONUCLEO EM ERITBC')CITOS
DE O. niloticus EM AREAS SUSCEPTIVEIS A CONTAMINACAO POR
PESTICIDAS.

X?2.=42,25 p<0,0001

= 17%

= 83%

= Pres. MN = Ausén. MN
FONTE: O autor (2017)

3.2.2 BRANQUIAS
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Andlises macroscopicas e microscopicas ndo mostraram presenca de
parasitas, e danos mecéanicos. Quanto ao aspecto macroscépico das branquias,
mostravam saudaveis com coloragcéao vermelho vivo.

Os resultados do exame histopatologico indicaram oito tipos de alteracdes,
cuja frequéncia de ocorréncia néo variou entre as cinco propriedades analisadas (Gw
= 377,26; p= 0,104). No total, a frequéncia de ocorréncia dos diferentes tipos de
alteracGes observadas foram significativamente distintas (X? = 202,64; p<0,0001),
ocorrendo em 86% dos individuos amostrados hiperplasia entre lamelas, em 73%
espessamento lamelar e em 56% deslocamento de epitélio, estas trés lesbes sdo
subagudas, representando juntas mais de 70% de todas as alteracdes
histopatolégicas detectadas nas branquias dos individuos analisados (FIGURA 5).
Destaca-se ainda uma lesdo crénica como a vasodilatacdo (aneurisma) com uma
ocorréncia em 43% das amostras. Lesdes menos representativas como edema (16%),
fusdo lamelar (13%), proliferacao epitelial (3%) e atrofia lamelar (3%) (FIGURA 5),
também foram observadas e provavelmente oriundas de respostas secundarias de
carater cronico, quando em contato agentes estressores.

As alteracfes apresentaram graus diferentes de intensidade e distribuicdo nas
branquias analisadas. A hiperplasia entre lamelas, apresentou alteracdes leves,
moderadas e acentuadas em areas multifocais e difusa, com infiltracdo de células de
defesa no espaco intersticial (FIGURA 6, C). O espessamento lamelar apresentou
alteracdes leves em areas multifocais e moderadas em areas multifocais e difusas, a
lesédo ocorreu pelo aumento do espaco capilar e aumento do volume sanguineo,
evidenciado pelo numero de eritrocitos presentes no espaco (FIGURA 6, B).
Deslocamento de epitélio, distribuidos em &reas multifocais com alteracdes leves e
moderadas, e em area difusa com alteracdes moderadas a acentuadas, essa lesao
aumenta a distancia entre o meio e a lamela, dificultando as trocas de gases, com
intuito de evitar o contato das lamelas a compostos prejudiciais aos organismos
(FIGURA 6, A).
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FIGURA 5. FREQL{ENCIA DE ALTERAGOES HISTOLOGICAS
ENCONTRADAS EM BRANQUIAS DE O. niloticus EM AREAS SUSCEPTIVEIS
A CONTAMINACAO POR PESTICIDAS.
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FONTE: O autor (2017).

Provavelmente, a evolucdo do espessamento lamelar, devido ao aumento do
espaco capilar, seja responsavel pela vasodilatacdo (aneurisma) nas lamelas
secundarias (FIGURA 6, B). Ocorreu em areas focais e multifocais nas lamelas
secundarias nas regides proximal e distal a lamela primaria e vasodilatacédo
(aneurisma) total na lamela secundaria com congestdo sanguinea e infiltracdo de
leucocitaria. Assim, como a vasodilatacdo, as alteracdes seguintes sédo respostas
secundarias e crbnicas, provavelmente pelo fato do pesticida estar presente por um
periodo mais longo no ambiente. O edema lamelar intersticial é causado pelo aumento
da permeabilidade vascular, resultando na perda de componentes intersticiais e
celulares do epitélio, visivelmente identificado pela coloragéo rosa amorfa (FIGURA 6,
A). A leséo sempre esteve associada com as regides que houve deslocamento de
epitélio, apresentando alteracdes leves em areas focais, multifocais e difusa, e
alteracbes moderadas multifocais. As lamelas que apresentaram pronunciada
hiperplasia entre as lamelas, levaram a fuséo lamelar e ainda perda do epitélio das
lamelas (FIGURA 6, C), a fusdo mostrou padrdes leves de alteracdo em areas focais
e alteracOes leves e moderadas em areas multifocais. A proliferagdo de células
epiteliais (FIGURA 6, B) foi uma leséo leve e ocorreu em areas multifocais e difusas.

A atrofia lamelar foi leve em areas focais e multifocais (FIGURA 6, D).
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FIGURA 6. ALTERACOES HISTOLOGICAS EM BRANQUIAS DE O. niloticus EM AREAS
SUSCEPTIVEIS A CONTAMINACAO POR PESTICIDAS. A) DESLOCAMENTO DE
EPITELIO (DE) E EDEMA INTERSTICIAL (El) EM FILAMENTOS BRANQUIAIS
SECUNDARIOS. B) ESPESSAMENTO DAS LAMELAS (EL) SECUNDARIAS, PRESENCA
DE DILATACAO CAPILAR (DC) EM LAMELA SECUNDARIA, E PROLIFERACAO
EPITELIAL (PE) COM 3 CAMADAS DE CELULAS. C) PRONUNCIADA HIPERPLASIA
LAMELAR (HL) CAUSANDO A FUSAO ENTRE AS LAMELAS (FL) SECUNDARIAS. D)
TROFIA LAMELAR. 'MICROSCOPIA OPTICA - 40X - HE.

i

3.2.3 FIGADO

As andlises macroscoépicas dos figados, mostraram aspecto normal no tecido
hepético, com alteracdes na coloracdo do 6rgao, variando de marrons opaco a
manchas amareladas distribuidas em véarias regiées do 6rgao.

Na andlise histopatologica hepética foram detectados sete tipos de alteragdes,
cuja frequéncia de ocorréncia néo variou entre as cinco propriedades analisadas (Gw
= 217,07; p = 0,597). No total, a frequéncia de ocorréncia dos diferentes tipos de
alteracGes observadas foram significativamente distintas (X?= 348; p<0,0001), sendo
observado deslocamento do nucleo para a regido periférica do hepatdcito em 100%
das amostras, vacuolizacdo em 84%, e desarranjo cordonal em 81%. O conjunto
destas trés alteragBes representou aproximadamente 80% das lesdes encontradas.
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Destaca-se ainda necrose tecidual em 47% das amostras, melanomacrofagos em
15%, degeneracao nuclear em 15% e nucleo picnoético em 6% (FIGURA 7).

Quanto as lesbes mais representativas, todos os individuos coletados
apresentaram nucleos periféricos com alteracdes leves, moderadas e acentuadas, em
areas multifocais dos orgaos (FIGURA 8 B). Ja para vacuolizagéo dos hepatdcitos, foi
observado alteracdes leves em areas focais, alteracbes leves, moderadas e
acentuadas em areas multifocais e alteracbes acentuadas em areas difusas, com
evidente tumefacéao celular, associada com o deslocamento dos ndcleos para a regiao
periférica da célula e sem coloracgédo citoplasmética (FIGURA 8 B).

Os hepatocitos apresentam uma organizagéo estrutural em forma de cordao
acompanhando os sinusdides e nos animais analisados evidenciou-se um desarranjo
desses corddes (FIGURA 8 D). A alteracao estrutural apareceu em areas multifocais
aos niveis leves, moderados e acentuados, e em regides proximas aos sinusoéides

(FIGURA 8 D), as alteragOes apareceram em um grau mais grave.

FIGURA 7. FREQUENCIA DE ALTERAC}OES HISTO].OGICAS ENCONTRADAS
EM FIGADOS DE O. niloticus EM AREAS SUSCEPTIVEIS A CONTAMINACAO
POR PESTICIDAS.
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FONTE: O autor (2017).

A necrose tecidual (FIGURA 8 A) sendo uma lesédo cronica, ocorreu em areas
focais com alteracdes leves, moderadas e acentuadas, e em areas multifocais com
alteracdes leves e moderadas. Acumulo de melanomacrofagos (FIGURA 8 C) foram
evidenciados em areas focais e multifocais, com frequéncia de aparecimento leve a

moderada, e estas alteragbes ocorreram proximas as areas de necrose,
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possivelmente atuando na remocgé&o de restos celulares. Lesdes que apresentaram
danos irreversiveis apareceram em menor frequéncia como foi o caso da necrose e a
degeneracdo nuclear (caritlise) (FIGURA 8 C), as caracteristicas desta lesédo foi
facilmente identificada, pelo nitido aumento do volume nuclear e perda de material
génico, sem aspecto algum de cromatina nos nucleos, com alteragées leves (inicio do
processo) e moderadas (progressao do processo) em &reas focais e multifocais. Uma
lesédo pouco representativa foi a picnose nuclear (FIGURA 8 A), onde os nudcleos
picnoticos apresentaram aspectos de coloracdo mais intensos e menores que 0S
ndcleos normais dos hepatdcitos, e foram encontrados em area focal com alteracdes

de niveis leves e moderados.

FIGURA 8. ALTERACOES HISTOLOGICAS EM FIGADOS DE O. niloticus EM AREAS
SUSCEPTIVEIS A CONTAMINAGAO POR PESTICIDAS. A) NECROSE (N) TECIDUAL
COM PERDA CELULAR EVIDENTE E REGIAO COM INIiCIO DE NECROSE COM
PRESENCA DE NUCLEOS PICNOTICOS, INDICADOS PELO ASTERISCO (¥). B)
REGIAO COM VACUOLIZAGAO (V) DOS HEPATOCITOS, E DESLOCAMENTO DOS
NUCLEOS (NP) PARA A REGIAO PERIFERIA DAS CELULAS. C) PRESENCA DE
MELANOMACROFAGOS (MM), PROXIMOS AO INICIO DE NECROSE TECIDUAL, E
DEGENERACAO NUCLEAR (SETA). D) DILATACAO DOS SINUSOIDES (DS) E
DESARRANJO CORDONAL (DC) DOS HEPATOCITOS, PROVAVELMENTE
PROVENIENTES DA DILATACAO DOS SINUSOIDES E DOS HEPATOCITOS.
MICROSCOPIA OPTICA — 40X — HE.




25

4 DISCUSSAO

Variacbes dos parametros fisico e quimicos da agua de cultivo podem
desencadear fatores de estresse nos organismos aquaticos, causando mudancas na
sua estrutura morfofisioldgica (RABITTO et al., 2005), como observado em nossos
resultados. Embora os valores de oxigénio dissolvido, temperatura e pH estejam
dentro do recomendado para a producéo de O. niloticus (SHELTON; POPMA, 2006),
e as concentracdes do pesticida glifosato estejam abaixo dos limites de deteccédo e
guantificacdo da metodologia analitica (PEITER, 2017), pode-se observar um padréo
na ocorréncia e frequéncia de lesbes dentre todas as propriedades analisadas,
indicando potencial contaminacao por pesticidas.

Entre as alteracdes patolégicas encontradas, destaca-se a prevaléncia de
micronucleos nas células sanguineas dos peixes analisados, as quais sao relatadas
na literatura em decorréncia de exposi¢cdo a diferentes concentragbes subletais de
compostos de pesticidas, elevando-se a frequéncia com o aumento da concentracao
e produzindo efeitos genotdxicos nos organismos aquaticos (PISTONE; EGUREN;
RODRIGUEZ-ITHURRALDE, 2012; VERA-CANDIOTI; SOLONESKI; LARRAMENDY,
2013; BOGONI, et al., 2014; SADIQUL et al., 2016). Naqvi, Shoaib e Ali (2016), em
estudo sobre potencial genotoxico de cinco pesticidas nos eritrocitos de Oreochromis
mossambicus, observaram que todos os pesticidas desencadearam prevaléncia de
micronucleos nas células sanguineas dos animais expostos, bem como elevaram a
frequéncia de ocorréncia com o0 aumento das concentragdes. Resultados semelhantes
também foram observados para as espécies Cnesterodon decemmaculatus (RUIZ DE
ARCAUTE et al., 2016), Danio rerio (BOTELHO et al., 2015) e Clarias gariepinus
(HARABAWY; IBRAHIM, 2014), indicando que mesmo em concentracfes baixas, 0s
efeitos genotdxicos dos pesticidas podem produzir respostas nos eritrocitos, pois
esses compostos atuam diretamente durante o processo de divisdo celular, resultando
na fragmentacédo do nucleo e formagéo de micronucleos.

Dentre as alteracdes patoldgicas observadas nas branquias, a hiperplasia
lamelar, espessamento lamelar e deslocamento de epitélio ocorrem como resposta
primaria dos organismos em decorréncia a presenca de um agente estressor, levando
a uma diminuicéo da area de contato do 6rgdo com o meio e consequente reducéo da

absorcdo do pesticida (THOPHON et al., 2003). Neste sentido a elevada frequéncia
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dessas alteragbes em nossas amostras indicam a potencial ocorréncia de pesticidas
na agua. Estudos prévios ao promoverem a exposicdo de diferentes espécies de
peixes a diferentes tipos de pesticidas e concentragcdes observaram resultados
semelhantes, indicando padréao de lesdes histopatolégicas subagudas e crénicas das
branquias em resposta ao estresse quimico oriundo da contaminacdo (DEVI,
MISHRA, 2013; GABER et al., 2014; BHUVANESHWARI; PADMANABAN; BABU
RAJENDRAN, 2015; STOYANOVA et al.,, 2015; CAMPOS-GARCIA et al., 2016;
MURUSSI et al., 2016; NOVELLI et al., 2016; TABASSUM et al., 2016).

Embora as alteracbes morfofisiolégicas desencadeadas em 6rgao de contato
direto com o meio, como as branquias, caracterizem-se como resposta primaria a
contaminacdo de pesticidas, reduzindo a absorcdo do contaminante, ndo evitam a
metabolizacdo do mesmo, ocorrendo entdo reflexos diretos sobre érgdo internos de
intensa atividade metabdlica como o figado. O aumento no tamanho dos hepatdécitos,
com deslocamento dos nucleos para a regido periférica da célula, pelo aumento do
volume celular, € um evidente indicio da contaminacéao por pesticidas e sua influéncia
sobre o metabolismo hepatico, como foi observado por SHIOGIRI (2015), na espécie
O. niloticus em concentracdes subletais de pesticidas. Da mesma forma a
vacuolizacdo e o desarranjo cordonal dos hepatdcitos, especialmente préximos aos
sinusdides podem ser reflexo direto de alteragdes estruturais sofrida no sinusoéide. A
dilatacdo dos sinusoides pode ser resultado da alteracdo do tamanho dos hepatécitos,
esse aumento leva a reducéo na atividade de excrecéo da bile, ocasionando bilestase
nos hepatdcitos e consequentemente a necrose, e por sua vez, os hepatécitos mais
proximos aos sinusodides produzem respostas mais efetivas (maior grau de leséo) por
receberem diretamente os pesticidas e em concentracfes maiores, uma vez que 0S
sinusoides sdo responsaveis pela distribuicdo sanguinea no figado.

A influéncia dos sinuséides sobre o desarranjo cordonal e a vacualizacdo
atuam de formas diferentes. O desarranjo cordonal ocorre devido a dilatacdo dos
sinusoides, e a vacuolizacdo esta diretamente relacionada com as concentracdes e
mudancas que ocorrem com 0S componentes citoplasméaticos, muitas vezes em
respostas aos compostos metabolizados pelo figado, e proximos as regibes dos
sinusodides em frequéncias maiores pela concentracao elevada de residuos trazidos
pelo sangue, o que corrobora com resultados obtidos com exposicdo de peixes a
diferentes concentragdes e diferentes pesticidas (SAMANTA et al., 2015; SAMANTA
et al., 2016; TABASSUM et al., 2016).
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Lesdes mais graves, severas e cronicas, como a perda de tecido hepatico
com presenca de células especificas na remocéo das células necrosadas, degradacao
ou desestruturagcdo do material genético, apresentaram uma frequéncia menor e
podem estar relacionadas a respostas fisiologicas produzidas pelo organismo, ou
pelas baixas concentracdes dos pesticidas no tanque de cultivo. Entretanto cabe
destacar que o recebimento desses compostos possa ser gradativo, ocorrendo com
frequéncias ao longo do ciclo de producéo, e culminando na deposicdo cumulativa
nos organismos, podendo aumentar a sua expressao, acarretando no aparecimento
de lesdes agudas e crdnicas com o aumento das concentracdes tdxicas ao longo do
tempo (SILVA et al.,, 2014; SABAE; MOHAMED, 2015; ULLAH et al.,, 2015;
KARMAKAR et al., 2016;KUMAR et al., 2016; KUMAR et al., 2016; MAISANO et al.,
2016; PIRBEIGI et al., 2016; YANCHEVA et al., 2016).

5 CONCLUSAO

Nossos resultados evidenciam alteracdes citopatolégicas de hemacias, e
histopatolégicas de branquias e figado em O. niloticus potencialmente decorrentes da
exposicdo a pesticidas. Embora, os resultados de deteccdo do pesticida glifosato
estejam abaixo dos limites de deteccdo e quantificacdo da metodologia analitica
(PEITER, 2017), a frequéncia de ocorréncia, tipos e o grau de severidade das lesdes
observadas indicam potencial contaminacdo por pesticidas. Além disto, as
caracteristicas dos tanques e o relevo das propriedades propiciam a contaminacao
por pesticidas provenientes da atividade agricola, devido a proximidade area de
plantio e local de cultivo dos peixes. As alteracbes encontradas nos tecidos de O.
niloticus podem ser consideradas indicadores bioldgicos de contaminacdo aquatica

por pesticidas na producéo de peixes em cativeiro.
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