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Resumo A crescente utilizacio de agroquimicos e sua decomposicio
nos ecossistemas aquaticos tém despertado interesse na comunidade
cientifica, em compreender e avaliar os efeitos biol6gicos dessas
substincias nos virios organismos. Esse trabalho avaliou a acio
dos agroquimicos Acefato, difenoconazol e sulfluramida, em
concentracdes utilizadas pelos integrantes de agricultura familiar,
sobre as branquias de Oreochromis niloticus. As vérias alteracoes
observadas nos filamentos branquiais nas células de cloreto, aumento
volumétrico das células mucosas, desestruturagio e apoptose lamelar,
perda de filamentos e presenca de baculos, seguido de zonas de
enfartamentos, interferem sobremaneira na fisiologia do organismo.
Os resultados foram importantes para caracterizacio dos efeitos
adversos desses produtos quimicos além da intensidade de cada um
sobre a tilapia-do-Nilo, utilizada como bioindicador.

Palavras-chaves: histologia, brinquias, agroquimicos,
Oreochromis niloticus.

Abstract The increasing use of pesticides and their decomposition in
aquatic ecosystems have aroused interest in the scientific community
to understand and evaluate the biological effects of these substances
in various organisms. This study evaluated the action of Acephate,
difenoconazole and sulfluramide agrochemicals, at concentrations
used by family farms, on the gills of Oreochromis niloticus. The
various changes observed in gill filaments in chloride cell, volumetric
increase mucosal cells, disruption and lamellar apoptosis, loss of
filaments and presence of staffs; followed by infracted areas, greatly
interfere in the body physiology. The results were important to
characterize the adverse effects of these chemicals beyond the
intensity of each one on the Nile tilapia, used as bioindicator.

Keywords: histology, gills, agrochemicals, Oreochromis niloticus.

Introducao

Nos udltimos anos, a utilizacio de extensas dreas proxima
aos grandes centros urbanos para producio agricola, tem crescido
consideravelmente, principalmente pela agricultura familiar.
Diversos fatores como as pragas, interferem na produtividade
das lavouras e como forma de combate os agricultores fazem
uso de quantidades considerdveis dos produtos quimicos (Gentz
et al. 2009; Castle et al. 2009). Apesar muitos terem seu uso €
comercializacao proibidos por 6rgaos federais, ainda na atualidade
¢ possivel observar seus efeitos residuais, como no caso do DDT
(dicloro-difenil-tricloroetano) (Norheim 1992, Yogui 2002).

Estas substancias, acrescidos dos descartes domésticos e
industriais, geram uma pressao antropica nos ecossistemas aquiticos,
desencadeando diferentes mecanismos de toxicidade nos organismos
que habitam este ambiente (Rabouille et al. 2000).

Du et al. (2007) consideram importante o desenvolvimento
de novos pesticidas sob o aspecto da elevada eficiéncia e baixo
teor residual, como substitutos para os atuais. A utilizacio
dos agroquimicos no meio rural brasileiro tem resultado em
conseqiiéncias danosas, tanto para o ambiente como para a saide
da populacio rural e estdo relacionados a varios fatores, entre
0s quais, seu uso indiscriminado, elevada toxicidade, auséncia
de informacoes sobre a saude, precariedade da vigilancia etc.,
agravados ainda por determinantes de ordens cultural, social e
economica (Peres et al. 2005, Rabouille et al. 20006).



Virgens et al.
Brinquias de tilipias do Nilo expostas a Acefato, Difenoconazol e Sulfluramida

Somente no ano de 2013, foram expostos ou intoxicados
com agroquimicos 274 trabalhadores rurais. Este valor representa
28% do total de 971 casos registrados no Centro de Atendimento
Toxicolégico do Espirito Santo. O maior problema estd nos
minifindios, que representa a agricultura familiar.

O acefato (O, S-dimetill acetilfosforamidotioato) é o principio
ativo pertencente a classe inseticida acaricida sistémico de contato
e ingestdo, que integra o grupo quimico dos organofosforados.
A aplicacao da substancia é realizada nas partes aéreas das
culturas de algodio, amendoim, batata, brdcolis, citros, couve,
fumo, pimentio, rosa, soja e tomate, e, entre outros, ¢ também
empregado no controle de pragas de plantas ornamentais em vasos
e jardins residenciais nao comerciais (Campos 2003).

Os Triazois sao fungicidas empregados no controle de doengas
causadas por fungos, bactérias ou algas, porém alguns desses
compostos inibem, temporariamente, o crescimento dos fungos.
O uso de fungicidas vem sendo intensificado, principalmente em
culturas de soja, algodio e milho (Konwick et al. 2000). Os triazdis
sdo inibidores da demetilagio, etapa na sintese do ergosterol, um dos
principais componentes da parede celular de fungos pertencentes
ao grupo dos ascomicetos, basidiomicetos e deuteromicetos.

O fungicida difenoconazol (cis-trans-3-cloro-4-[4-metil-2-
(1H-1,2 4-triazol-lilmetil)-1,3-dioxolan-2-il] fenil 4-clorofenil éter)
¢ o principio ativo da classe fungicida e recomendado para controle
de doencas em culturas de alface (Septoriose), banana (Sigatoka-
amarela e negra), morango (Mancha-de-Mycosphaerella), etc. O
composto integra o grupo quimico triazol e provoca o rompimento
da parede celular, controlando dessa forma, o crescimento de
diferentes classes de fungos (Syngenya, 2007).

Os peixes sio organismos com elevada capacidade de
bioacumulagio, biotransformagio, compensagio morfofisiologica
e é muito utilizado como modelo preditivo de mutacio e
teratogénese (Klaassen 2001, De Azevedo e Chasin 2004). As
principais vias de contaminagio nos peixes sio: alimentacio,
brinquias, ingestio de dgua e através da pele (Heath 1997).

As branquias, 6rgaos responsaveis pelo processo respiratorio
dos peixes, estio localizadas na cavidade opercular e sao divididas
em arcos de onde saem os filamentos branquiais com suas fileiras
de lamelas secunddrias (Fergusson 1989). Estas lamelas sao muito
vascularizadas e sua estrutura histologica apresenta-se revestido
por epitélio pavimentoso simples e amparado por células pilares,
formadoras de lacunas contendo os capilares sanguineos, que
sao responsaveis pelas trocas gasosas. Além disso, outros tipos
celulares como as células de cloreto, células mucosas, melandcitos,
macrofagos e os linfocitos, podem estar presentes na estrutura
(Hibiya 1982, Santos Filho et al. 2014).

No processo respiratorio, quando ocorrem interferéncias
no ambiente, os peixes desempenham ajustes para obtencio de
oxigénio. Um desses processos é a mudanga de fluxo de dgua e de
sangue, ambos nas branquias. Recentemente, foi observada uma
terceira opgao pelos teledsteos caracterizada pela remodelacio da
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morfologia branquial (Nillsoon 2007). Desta forma, a determinagio
das mudancas morfoldgicas das brinquias € importante ferramenta
no diagnostico e nas consequeéncias fisioldgicas do organismo quando
expostos a ambientes contaminados (Romao er al. 2006). Quando
expostos a0 inseticida Dimilin, peixes da espécie Prochilodus lineatus
apresentaram uma série de alteracoes branquiais, caracterizadas por
elevacio epitelial, hiperplasia e hipertrofia das células epiteliais, fusao
lamelar e aneurisma (Maduenho et al. 2007).

No Brasil, Oreochromis niloticus (tilipia—do-nilo) é o peixe
de 4gua doce mais cultivado em pisciculturas e muito utilizado
como bioindicador de poluicio aquatica. O objetivo deste estudo
foi avaliar a toxicidade dos agroquimos Glifosato, Difenoconazol e
sulfluramina utilizados na agricultura familiar, no 6rgao respiratério
da espécie Oreochromis niloticus por meio de alteragoes histologicas
em branquias apds a exposicio aos agroquimicos. Este estudo
foi pioneiro na regido e podera contribuir para a conservacio do
ambiente aquatico e dos cuidados na manipulacio de agroquimicos.

Métodos
Desenho Experimental

Organismo teste - Oreochromis niloticus Linnaeus, 1758
(Osteichthyes: Cichlidae), foram adquiridos de uma aquicultura
comercial, selecionado pelo peso e comprimento (153 * 10 g;
20,83+ 1 cm) e mantidos em um aquario de capacidade de 250 Litros
contendo agua declorinada. Durante o periodo de climatizacao, a
temperatura ambiente foi mantida a 20 * 1°C, com fotoperiodo de
12 horas claro/escuro. Os peixes foram alimentados diariamente ad
libitum com racio comercial (34% proteina). O oxigénio dissolvido
na dgua foi mantido a 6 mg L por aeracio continua e o pH
monitorado e mantido a 7.2 = 0.2. As caracteristicas fisico-quimicas
(temperatura, condutividade elétrica e oxigénio dissolvido) do
periodo de aclimatizacio e do bioensaio foram analisadas por meio
de multi-parametro YSI 85 e o pH determinado com aparelho Li-300.

Bioensaio — O teste de toxicidade foi desenvolvido com 72 peixes,
distribuidos aleatoriamente em 12 aqudrios de capacidade de 30L
(6 peixes/aquirio). Quatro dos aquarios serviram de controle,
com dgua declorinada. Os outros aqudrios receberam Acefato
(Orthene® 750 BR), Difenoconazol (Score®) e Sulfluramida, para as
concentracoes finais de 1 mg/L, 3.7 mg/L e 0.3 mg/L, respectivamente.
Os experimentos foram desenvolvidos em sistema semi-estdtico, com
renovacao total das solugoes a cada 24h. Os peixes foram mantidos
por 96h a 20 = 1°C com aeracdo e sem alimentagio. A qualidade da
dgua foi monitorada durante o periodo experimental com nenhuma
mudanca significativa observada. Os peixes foram anestesiados
com solu¢io de 10% benzocaina para coleta de sangue. Apds este
procedimento, os peixes foram eutanizados por decapitagio e o
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Tabela 1. Média dos parametros fisico-quimicos da dgua nos diferentes tratamentos do bioensaio. Valores sio médias + SE

Parametros — fisico Referéncia Acefato Difenoconazol Sulfluramida
quimicos 1 mg/L 3.7 mg/L 0.3 gL
Temperatura 22.58+0.07 22.45+0.07 22.35+0.11 22.35+0.05
0
pH 7.2+0.02 5.6+0.09 5.3+0.12 6.2+0.10
OD 6.01£0.65 5.46+0.35 5.314+0.82 5.744+0.98
(mg L")
Saturagao O, 68.73+£8.39 61.25+4.54 62.97+£9.92 64.95+£12.26
(%)

segundo arco branquial do lado direito de cada peixe foi coletado
(Bury et al., 1998; van Heerden et a/. 2004). Todos os procedimentos
foram conduzidos de acordo com as normas de bem estar animal.

Preparacao Histoldgica — Para os procedimentos histologicos,
o segundo arco branquial direito foi retirado e imediatamente
lavado em solugio NaCl 0.9%. Os tecidos foram fixados durante
24h em solugido de Bouim, seguido por descalcificacio,
desidratacdo em dlcool, clareamento com xilol e, finalmente,
embebida em parafina. Os blocos de parafina foram seccionados
em série (3um de espessura) com auxilio de micrétomo Leica RM
2125 RT, seguidas de secagem a 37°C, durante 24h. As amostras
foram coradas com hematoxilina e eosina, segundo método
descrito por Martoja e Martoja-Pierson (1970).

Andlises Estatisticas

Para integracio planimétrica do tecido inter-lamelar nas
brinquias do teledsteo Oreochromis niloticus foram contados os
campos superpostos com um reticulo composto por areas (S=3L.r)
hexagonais, tendo cada uma das dreas 1,82mm? (1820um?), calculada
para um conjunto 6ptico de 400X. Nesta planimetria, em cada
integracio de 4rea do tecido inter-lamelar foram individualizadas
as células cloreto, mucdcitos e as células planas superficiais. Em
complementacdo, os outros componentes teciduais presentes na
area integrada foram calculados diferencialmente como residuos
na totalizacio. Assim temos o exemplo:

Na confrontagio dos dados entre os conjuntos (grupos) de
controle e experimental, para avaliar a existéncia de diferencas
planimétricas das dreas (“S”) foram utilizados os valores
expressos em percentual (%) e aplicado o cilculo matematico
estatistico “ANOVA” (Snedecor 1956, Hoel 1961).

Resultados

Qualidade da dgua nos experimentos
Durante o bioensaio a temperatura da dgua nos aqudrios nao
sofreram variagoes significativas, com valores mantidos entre 22,2 e

22,7°C. O pH aferido em cada meio se manteve constante até o final
das 96h, porém quando comparado ao controle, observou-se variacoes
significativas para cada concentracio utilizada dos agroquimicos. Por
outro lado, a concentracao de oxigénio dissolvido variou de 5.74 2 6.01
mg L' e a saturagdo de O, foram todos superiores a 60% (Tabela 1).

Analise comportamental

Sinais de intoxicacdo, resultante da acio dos agroquimicos
foram bem caracterizados pelo comportamento dos peixes
durante o periodo experimental. Os peixes apresentaram perda
de equilibrio, movimento opercular rdpido, natacdo errdtica e
histérica, movimento circular e natacio na superficie da agua.
Alguns individuos ficaram iméveis no fundo do aqudrio. Essas
alteracoes comportamentais foram observadas apos exposicao aos
trés agroquimicos, variando somente na intensidade. Nenhuma
mortalidade foi observada durante o experimento.

Alteracoes histologicas

Amorfologia branquial dos individuos referéncia, de Oreochromis
niloticus, é similar as outras espécies de telosteos (Wilson e Laurent
2002) e apresenta lamelas branquiais de onde saem os filamentos
primdrios interligados por epitélio escamoso estratificado (tecido
interfilamentar). Este epitélio é constituido por diferentes tipos
celulares como: células de cloreto, células mucosas e células planas.
As branquias nos individuos controle seguiram a morfologia padrao
descritas para a espécie, o que demonstra uso de individuos sadios e
sem registro de qualquer alteracio morfoldgica (Figura 1).

Entretanto, as andlises histoldgicas dos individuos

L B

ntrole de O, niloticus apés 96 horas de bioensaio.
A: boa conformacio das lamelas e seus filamentos (<) 100x; B maior aumento
confirmando a morfologia do filamento (=) 400x.
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Figura 2 Lamelas branqulals de O niloticus submetldas 20 acefato durante 96
horas de bioensaio. C: estao indicadas: a perda de vascularizacio (=), a dilatagio
na iminéncia vascular (0) e a formacao de clusters de células cloreto (=) 100x; D:
registra a formacio de edema (5%) e indicacdo de hidrolise nas células teciduais
() 400x; E: observamos a formacio de biculos na porc¢io distal dos filamentos
(=) 400x; F: acentuada dilatagio da iminéncia vascular (0) 400x.

€xpostos 20s tratamentos com 0s agroquimicos, permitem
visualizar dreas do epitélio intactas em detrimento de outras,
com importantes alteracoes como hiperplasia celular, seguida
de preenchimento dos espacos interlamelares, além da elevada
incidéncia de células excretoras de cloreto.

As alteracdes provocadas pelo acefato podem ser observadas
na Figura 2, que expoe numero considerdvel de células de cloreto
com epitélio diferenciado na regido basal. Nesta condigio é
observada elevada quantidade de hemossiderina e a auséncia de
filamentos na lateral das brinquias o que caracteriza a zona de
“apagamento” dos filamentos. Outras alteracdes importantes,
resultante da acdo do acefato sio: presenca de edema a base do
filamento e no espaco pericapilar, que no conjunto resulta no
apoptose do filamento, enfartamento de capilares na porcao distal
dos filamentos com presenca de baculos, filamentos atrofiados,
presenca de distrofias, vacuolizagao celular (hidrélise), colapso
das veias, acentuando a presenca de arteriola na por¢io média
da lamela e na porcao pré-capilar.

Quando analisados o tratamento com difenoconazol
(Figura 3), é possivel registrar alteracoes branquiais diferenciadas
(qualitativamente), em relacdo ao controle e o acefato. As
alteracoes mais representativas foram: alteracido da célula
de cloreto, aumento volumétrico das células mucosas,
desestruturacio e colabacio lamelar, perda de filamentos e
presenca de biculos, seguido de zonas de enfartamentos.

No tratamento com sulfuramida (Figura 4) € possivel observar o
“apagamento” filamentoso, porém menos intenso daquele registrado
para tratamentos anteriores. Além disso, foi constatado ainda
hipertrofia do epitélio interlamelar, perda de modelagem e muitas
alteracoes profundas nas células de mucécitos, quando comparado ao
difenoconazol. As alteracoes observadas, porém menos intensas, foram
relacionadas ao desarranjo celular, desorganizacio dos filamentos,
presenca de baculos na porgio distal dos filamentos e apoptose.
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Figura 3 Lamelas branqulals deO. mlotzcus submetldas a0 dlfenoconazol durante
96 horas de bioensaio. G: enfartamento vascular com a perda de conformacio dos
filamentos ( =) 100x; H: ocorréncia da proliferacio do epitélio interfilamentar com
predominancia de mucocitos (P) 400x; I: incidéncia de biculos na porgao distal dos
filamentos ( =) 400x;. J: apagamento vascular e a displasia dos filamentos (0) 400x.

Discussao

A exposicio de peixes a agentes quimicos perniciosos, presentes
no ambiente, ¢ registrada pelas alteracoes morfoldgicas observadas
nas branquias, que sio essenciais para o desempenho de importantes
processos fisiologicos como a respiracio, osmorregulacio, equilibrio
acido-basico e excrecio de residuos nitrogenados. Alteracoes
histolgicas m brinquias tém sido descritas para vérios teledsteos
expostos a metais (Arellano et al. 1999, Boeck et al. 2001, Garcia-
Santos et al. 2006) e outros poluentes (Van der Heuvel et al.2000,
Thophon et al. 2003, Pane et al.2004).

No presente estudo, a prevaléncia foi relatar as alteracoes
branquiais resultantes da exposicio de O. niloticus aos trés
agroquimicos, e verificar a severidade de cada tratamento nas
repostas histologicas. Quando comparados ao controle, os peixes
expostos a0 acefato apresentaram progressivas modificacbes no
epitélio lamelar e nos filamentos. Essas alteracoes refletem na
aparéncia do eixo capilar do filamento e no epitélio interfilamentar.

A perda da modelagem e conseqiiente apoptose filamentar sio
constantes nas branquias expostas ao organofosfato. A hipertrofia
epitelial se caracteriza pelo aumento na sua espessura, com

Flgura 4 Lamelas branquiais de O. mlotzcus submetidas a0 sulfuralnlda durante 96
horas de bioensaio. K: desestruturaco dos filamentos com angulacio desordenada
50x; L: maior aumento da drea destacada na fotomicrografia 400x.
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consequente obstrucao da superficie de trocas gasosas nos filamentos.

Por outro lado, foi constatada maior freqiiéncia de células
mucdcitas em varios filamentos, demonstrando mudangas no padrio
epitelial interlamelar. Resultados semelhantes foram descritos por
Jiraungkoorskul et al. (2003), 20 estudarem o efeito de glifosato em
O. niloticus. Ap6s o tempo regulamentar do bioensaio, o progressivo
aumento na proliferagdo epitelial resultou na fusio lamelar.

Em rela¢io ao tratamento com difenoconazol, a desestruturagio
das lamelas foi também seguida por colabacio pareada, o que
diminui o espaco para circulacio de dgua e prejudica as trocas
gasosas no processo respiratorio. Outro episodio freqiiente nessas
brinquias foi a proliferacao do tecido interfilamentar, recobrindo
o filamento no sentido vertical. Os mucdcitos ocorrem raramente
enquanto que as células secretoras de cloreto se organizam
formando clusteres e na sequéncia, comecam a sofrer processos
de hidrdlise. Bury et al. (1998) e Boecket al. (2001), atribuem para
o afilamento da estrutura, a reducio das células mucocitas e de
cloreto, e o conseqiiente deslocamento de macrofagos e outros
leucécitos, em resposta a necrose celular.

Alguns estudos revelaram que o edema intersticial é lesio
muito frequente em brinquias de peixes expostos a metais pesados
(Mallatt 1985). O levantamento do epitélio lamelar é outra alteracio
histolégica, provavelmente induzida pela incidéncia do edema
(Arellano et al.1999, Pane et al. 2004, Schwaiger et al.2004).

Entretanto, edema como elevacio epitelial e hiperplasia,
pode ser considerado resposta adaptativa do individuo, ja que
aumentam a distancia entre o meio externo e o sangue, funcionando
assim como barreira protetora (Sepici-Dingel et al.2009), e estas
alteracoes podem ser resultante da exposicio a diferentes poluentes
como endossulfan (Nowak et al. 1992), arsénico (Hwang e Tsai
1993), drogas (Schwaiger et al. 2004) e metais pesados (Karslsson-
Norggren et al. 1986, Reida e McDonald 1998, Pane et al.2004).

Os aneurismas foram previamente observados com uso de
outras substincias intoxicantes, cuja severidade variou de acordo
com o espécime quimico e o tempo de exposi¢io (Van der Heuvel
et al.2000, Thophon et al.2003, Schwaiger et al. 2004). No presente
estudo, os aneurismas foram observados nos peixes expostos aos
trés tratamentos.

Outra alteracao observada € a dilatagio da porcio distal
do filamento formando os bdculos. O desenvolvimento dessa
estrutura poderia estar relacionado as necessidades de maior
aumento da superficie de tracas gasosas.

Finalmente, o tratamento com sulfluramida mostrou-se o
mais degenerativo quando comparado ao acefato e difenoconazol.
A desestruturacio dos filamentos foi acentuada com apoptose,
acompanhados de edema localizados. Outra caracteristica que o
diferenciou, em relacdo aos tratamentos anteriores, foi a auséncia
de células de cloreto e aumento do volume das células mucdcitas.

Os agroquimicos acefato, difenoconazol e sulfluramida afetam
o ambiente aquitico e induzem o aparecimento de lesdes nas
branquias de Oreochromis niloticus o que pode interferir na fisiologia
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respiratoria do organismo. As alteragoes histoldgicas constituem
marcadores confidveis na caracterizacio de alteragoes ambientais.
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