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Resumo

Autor, Alexandre Welzel da Silveira. Perfil eletrolitico e morfologia branquial em tilapias do Nilo
(Oreochromis niloticus) expostas a lambda cialotrina. Ano 2019. Dissertacdo- Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2019.

A lambda cialotrina é um piretroide sintético que mimetiza a estrutura e as propriedades
inseticidas da piretrina, um inseticida natural derivado das flores do crisdntemo. Esse principio ativo
tem sido extensivamente empregado na agropecuaria para controle de pragas tendo um alto potencial de
contaminagdo nos corpos d’agua. Nos peixes, seu mecanismo de agdo ¢ semelhante ao dos piretroides,
atua como um disruptor do sistema nervoso, causando paralisia motora associada a véarias outras
alteracGes com niveis variados de mortalidade. O objetivo deste estudo foi determinar a CL-50 (ug/L™?)
bem como avaliar as respostas da Acetilcolinesterase (umol min™t. mg ptnt), do perfil eletrolitico e das
alterac@es histoldgicas branquiais em Tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) submetidas a diferentes
periodos de exposicdo (24, 96, 168 e 240 horas pds exposicao - hpe). Para isso, foram conduzidos dois
experimentos. No primeiro, determinou-se a CL-50 que resultou em 22,6 +4,1 pg/L™*. No segundo,
identificou-se alteracbes no perfil eletrolitico em espécimes submetidos a essa concentracdo. Houve
efeito da lambda-cialotrina na funcdo motora neuronal as 24 hpe, seguido de elevacdo nos niveis de
potassio (mmol/L), calcio (mmol/L), hidrogénio (mmol/L) e glicose (mg/dL) em relacdo ao grupo
controle. Lactato (mg/dL) e hidrogénio foram superiores aos controles as 168 e 240 hpe,
respectivamente. Bicarbonato (mmol/L), sédio (mmol/L) e cloreto (mmol/L) aumentaram seu niveis as
240 hpe, embora ndo tenham havido diferenca nos niveis de pH. Houve aumento no indice de alteraces
histoldgicas (IAH) em todos os periodos estudados em relagdo aos controles, ndo havendo diferencas
entre 0s espéecimes expostos. As alteracGes variaram desde hiperemia do epitélio branquial com fuséo
parcial de lamelas secundarias as 24 hpe até necrose do epitélio lamelar com a formacao de aneurismas
vasculares as 240 hpe. Os resultados demostraram que a lambda-cialotrina quando aplicada no ambiente
aquatico na concentragdo de 22,6 pg/L™ causa efeito toxico em Tilapias do Nilo, embora néo seja letal.
Alteracdes osmorregulatorias decorrentes da exposicdo a lambada-cialotrina estdo associadas a
alterac6es na morfologia branquial em todos os periodos de exposicao.

Palavras-chave: piretroides, peixes, osmorregulacdo, histopatologia
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Abstract

Autor, Alexandre Welzel da Silveira. Electrolytic profile and gill morphology in Nile tilapia
(Oreochromis niloticus) exposed to lambda cyhalothrin. Ano 2019. Dissertacdo- Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2019.

Lambda-cyhalothrin is a synthetic pyrethroid that mimics the structure and insecticidal properties of
pyrethrin, a natural insecticide derived from chrysanthemum flowers. This active principle has been
extensively used in agriculture for pest control and has a high potential for contamination in water
bodies. This active principle has been extensively used in agriculture for pest control and has a high
potential for contamination in water bodies. In fish, its mechanism of action is similar to that of
pyrethroids; it acts as a disruptor of the nervous system, causing motor paralysis associated with several
other alterations with varying levels of mortality. The aim of this study was to determine CL-50 (ng /
L-1) as well as to evaluate the responses of Acetylcholinesterase (umol min-1 mg ptn-1), electrolyte
profile and histological gill changes in Nile Tilapia (Oreochromis niloticus) submitted to different
exposure periods (24, 96, 168 and 240 hours post- exposure - hpe). For this, two experiments were
conducted. In the first, CL-50 was determined, which resulted in 22.6 + 4.1 pg / L-1. In the second,
changes in the electrolyte profile were identified in specimens submitted to this concentration. There
was an effect of lambda-cyhalothrin on neuronal motor function at 24 hpe, followed by elevated levels
of potassium (mmol / L), calcium (mmol / L), hydrogen (mmol / L) and glucose (mg/ dL) group control.
Lactate (mg / dL) and hydrogen were higher than controls at 168 and 240 hpe, respectively. Bicarbonate
(mmol /L), sodium (mmol / L) and chloride (mmol / L) increased their levels to 240 hpe, although there
was no difference in pH levels. There was an increase in the index of histological changes (AHI) in all
the periods studied to the controls, and there were no differences between the exposed specimens. The
changes ranged from hyperemia of the branchial epithelium with partial melting of secondary lamellae
at 24 h to necrosis of the lamellar epithelium with the formation of vascular aneurysms at 240 hp. The
results demonstrated that lambda-cyhalothrin when applied in the aquatic environment at 22.6 pg / L-1,
causes a toxic effect on Nile Tilapia, although it is not lethal. Osmoregulatory changes due to exposure
to lambda-cyhalothrin are associated with changes in gill morphology at all periods of exposure.

Key-words: pyrethroids, fish, osmoregulation, histopathology
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INTRODUCAO

Piretroides sdo compostos quimicos sintéticos derivados das piretrinas, esteres isolados das
flores do Chrysanthemum cinerariaefolium (VALENTIN, 1990). O seu empregou ganhou destaque na
agricultura a partir da sua mudanca estrutural com o objetivo de conferir maior estabilidade e potencial
inseticida a molécula, ainda na década de 70. Devido suas vantagens, sua utilizacdo foi ampliada além
da agricultura, incluindo organismos ndo alvo aos seus efeitos toxicos (ELLIOTT et al., 1976;
EXOBICHON, 1996).

Quimicamente, os piretréides sdo compostos quirais com numero variavel de isbmeros. Sao
divididos em dois grandes grupos. Grupo 1, sdo compostos de baixo poder biolégico e andlogos a
piretrina, resmetrina e fenotrin; e os do grupo 2, aqueles que apresentam alto poder biologico por
apresentarem um grupamento ciano tais como a cipermetrina, ciflutrin, deltametrina e lambda-cialotrina.
Estes sdo mais potentes e com meia vida maior (ELLIOTT et al., 1976; SUDERLUND et al., 2002;
GOULDOING et al., 2013 HARVERIN & VORNANEN, 2014).

A lambda-cialotrina ou simplesmente cialotrina (3-(2-cloro-3,3,3-trifluoro-1-propenil) -2,2-
dimetil-ciano(3-fenoxifenil) metil ciclopropanecarboxilato) € um pesticida amplamente utilizado na
agricultura e em ambientes urbanos uma vez que controla uma extensa variedade de artropodes (HART
et al., 1997). O seu principal mecanismo de acdo estd na disrupcdo da permeabilidade dos canais de
sodio e célcio nas células nervosas que possuem uma voltagem-dependente. Essa agdo modifica tanto a
cinética de ativacdo quanto a de inativagcdo das moléculas, provocando despolarizacdo nas membranas
celulares (VIJVERBERG & VAM DEM BERCKEM, 1990; NARAHASHI., 1996; SUDERLUND et
al., 2002).

Em geral, os piretroides sdo biotransformados de forma similar nos organismos aquaticos e nos

mamiferos, embora esse processo seja altamente varidvel em funcéo da dose de exposicao e da espécie



alvo (COATS, 2008). Biotransformacao é um processo catalisado por enzimas cuja fungéo € aumentar
a polaridade e subsequente excrecdo de compostos xenobidtico (SCHLENK et al. 2008). Todos o0s
compostos xenobioticos sdo biotransformados em duas fases. A fase I, reline os processos de oxidacéo,
reducdo e hidrdlise, cujo objeto é conferir polaridade ao xenobiotico por expor ou inserir grupamentos
sulfidrila, hidroxila, amina ou carboxila, resultando no aumento de sua hidrofilicidade. A fase II,
compreende os processos de glicuronidacdo, sulfacdo, acetilacdo, metilacdo, conjugacdo com a
glutationa e aminoacidos, caracterizando a incorporacdo de cofatores enddgenos as moléculas
provenientes das reacdes de fase | (GEORGE, 1994; SHLENK et al., 2008). Estudos no rato e no
camundongo mostram que os piretroides sdo metabolizados por oxidacdo e clivagem das cadeias ésteres,
as quais sdo mediadas por diferentes isoformas da citocromo P450 (CYP) e carboxilase,
respectivamente. Em Oreochromis niloticus e Prochilodus lineatus, a lamba-cialotrina é capaz de
estimular a glutationa-S-transferase (GST), uma importante enzima do processo de biotransformacao na
fase 11, responsavel pela prevencdo do estresse oxidativo (DINU et al., 2010; VIEIRA et al., 2018).
Comao resposta, 0s peixes intoxicados podem apresentar alteracdes hematolégicas (PIMPAO et al., 2007,
EL-SAYED et al., 2007), histopatologicas (CENGIZ, 2006; KAM et al., 2012), bioquimicas e
metabdlicas (VELISEK et al., 2007; GUARDIOLA et al., 2013), neurotdxicas (KUMAR et al., 2009) e
genotoxicas (VELMUGUGAM et al., 2006; MURANLI & GUNER, 2011). O somatério desses efeitos
leva @ mudangas no comportamento natural nas populac@es afetadas tais como letargia e paralisia
muscular além de maior vulnerabilidade a predacdo. A maioria dos sintomas de intoxicacdo provocados
pelos piretroides do grupo Il sdo derivados dos seus efeitos no sistema nervoso central, enquanto os
piretréides do grupo | causam desregulacéo nervosa nos sistemas nervoso central e periférico (COATS,

2008).



Os efeitos neurotdxicos causados pela exposicdo aos piretroides, podem ser avaliados pela
atividade enzimatica da Acetilcolinesterase (AChE) presente no sistema nervoso. A AChE catalisa e
hidrolisa a acetilcolina, liberando a sinapse nervosa na juncdo neuromuscular (PAYNE et al., 1996;
STENESH, 1998; PINER & UNER, 2014). Ao ligar-se ao receptor nicotinico da membrana pds-
sinaptica havera liberacdo dos canais de sodio e despolarizacdo na membrana, gerando um novo
potencial de acdo. (STENESH, 1998). Quando hé inibicdo da AChE havera blogueio na transmissao dos
impulsos nervosos resultando na paralizacdo das fungbes motoras do sistema nervoso (STENESH,
1998). Segundo Wolansky e Harril (2008) todas as categorias de piretroides podem inibir as fungdes
motoras dos peixes independente da espécie, 0 que 0s torna bons bioindicadores para estudos
toxicoldgicos e de biomonitoramento em locais contaminados. Cyprinus carpio, Poecilia reticulata e
Oreochromis niloticus sdo espécies sensiveis e apresentam sinais nervosos de perda da fun¢do motora
quando expostas aos piretroides. (BALINT et al., 1997; MOREIRA et al., 2010; PINER & UNER,
2014). Incoordenacdo motora, alteracfes nos movimentos branquiais, natacdo circular proximo a
superficie da agua, convulsdes e hiperatividade, sdo prontamente observados, além da hiperexitabilidade
do sistema nervoso e hipoxia cerebral (GOLOW & GODZI, 1994; VIRAN et al., 2003; SAYEED et al.,
2003).

O tempo de exposicdo assim como a dosagem sdo determinantes para o aparecimento de
sintomas e predizer niveis de toxicidade nas popula¢Bes aquaticas. Além disso, permite estabelecer
padrdes lesivos no sistema nervoso, respiratorio, hepatico, renal e no equilibrio iénico, (CARLSON &
ZELIKOFF, 2008; KLEINOW et al., 2008). Na Truta-Arco-iris (Oncorhynchus mykiss) a
biotransformacéo e bioexcrecdo dos piretréides ultrapassa 48 horas, sendo que em aves e mamiferos
ocorre em torno de 6 a 12 horas ap6s a exposicao (VELISEK et al., 2006). Recentemente foi demostrado

em juvenis de Prochilodus lineatus que doses acima de 50 ng séo nocivas para a fungdo e morfologia



branquial. As lesGes branquiais estdo associadas a subta reducdo da ATPase braquial, resultando no
desequilibrio das bombas de calcio, sédio-potassio e manganés (NANDA ET AL., 2017; VIEIRA &
MARTINEZ, 2018). Além das branquias, o rim e o figado tem sido incluidos como 6rgédos alvo dos
piretroides, embora ndo sejam tdo expressivos quanto as branquias. Degeneracdo e vacuolos nas células
do epitélio tubular, nucleos picnéticos em células do tecido hematopoiético, dilatacdo dos capilares
glomerulares, degeneracdo glomerular foram descritas na Carpa (Cyprinus carpio) enquanto que
degeneracdo hidrdpica e necrose foram observadas no figado (CENGIZ, 2006; YILDIRIN et al., 2006).

Osmorregulacdo refere-se ao processo pelo qual a pressdo osmotica dos fluidos corporais € 0
volume da agua mantem-se relativamente constantes no organismo animal (HEATH, 1995). Nos peixes,
a manutencdo dos niveis séricos dos eletrolitos responsaveis pelo equilibrio eletrolitico e homeostasia
estd na dependéncia direta da integridade branquial (KLEINOW et al., 2008). As branquias compdem o
sitio primario das trocas gasosas, equilibrio acido-base e osmorregulacdo. O epitélio lamelar branquial
é permeével ao Oz, CO2 e NH3 (amdnia dissolvida), cuja transferéncia depende unicamente da difusdo
passiva (RANDALL, 1990). Em peixes de agua doce, a absorcdo branquial de Na* e CI" em um meio
ambiente hiposmotico, compensa a perda constante de ions a partir da difusdo corporal. O mecanismo
para ambos é independente embora o Na* extruse o Cl', H* (NHs *) e HCOs, para 0 meio externo,
respectivamente (LIN & RANDALL, 1995). Algumas respostas idnicas em peixes exposto aos
piretréides ja foram descritas. Suvetha et al. (2010) observaram redu¢do na concentracao sérica de Na*,
K* e CI" em carpas expostas a deltametrina. Em Clarias batrachus, Kumar (2012) observou reducao
nesses mesmos ions. A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticos), assim como a grande maioria dos
teledsteos, apresentam cinco arcos branquiais de cada lado da cabega. Cada arco é composto por lamelas
primarias que se dividem em lamelas secundéarias. Essas, sao responsaveis pelas trocas gasosas. O

epitélio das lamelas primarias é do tipo estratificado e ndo exerce a fungéo respiratdria. Porém, o epitelio



das lamelas secundarias é composto por células adaptadas a troca gasosa, é altamente vascularizado e
constituido por duas camadas de células epiteliais separadas das células pilares por uma membrana basal
(TAKASHIMA & HIBIYA, 1995). Modificacdes da arquitetura branquial podem resultar na perda da
eficiéncia respiratdria e dos mecanismos de troca com o0 meio ambiente (REZENDE et al., 2014). Essas
alteracdes foram pouco reportadas em peixes submetidos a longos periodos de exposicao.

O uso indiscriminado dos piretroides na agricultura, pecuaria e no meio urbano esta associado a
contaminacdo dos meios aquaticos como rios, riachos, lagos e lagoas, resultando em significativo
impacto ambiental. Os danos ao meio ambiente causados pelo uso excessivo de inseticidas gera danos
nocivos a salde de diferentes organismos aquaticos. Neste sentido, os peixes podem ser usados com
bioindicadores ambientais assim como de modelos experimentais para estudos dose-resposta a fim de
se estabelecer critérios mais seguros para 0 uso desses compostos quimicos na producdo agricola e

pecuéria.
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Resumo

A lambda cialotrina € um piretroide sintético que mimetiza a estrutura e as propriedades
inseticidas da piretrina, um inseticida natural derivado das flores do crisdntemo. Esse principio ativo
tem sido extensivamente empregado na agropecuaria para controle de pragas tendo um alto potencial de
contaminagdo nos corpos d’agua. Nos peixes, seu mecanismo de a¢do ¢ semelhante ao dos piretroides,
atua como um disruptor do sistema nervoso, causando paralisia motora associada a varias outras
alteragBes com niveis variados de mortalidade. O objetivo deste estudo foi determinar a CL-50 (ug/L™)
bem como avaliar as respostas da Acetilcolinesterase (umol min-t.mg-ptn™t), do perfil eletrolitico e das
alteraces histologicas branquiais em Tildpias do Nilo (Oreochromis niloticus) submetidas a diferentes
periodos de exposicdo (24, 96, 168 e 240 horas pds exposicao - hpe). Para isso, foram conduzidos dois
experimentos. No primeiro, determinou-se a CL-50 que resultou em 11,2 + 3,9 pg/L™. No segundo,

identificou-se alteracdes no perfil eletrolitico em especimes submetidos a essa concentracdo. Houve
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efeito da lambda-cialotrina na funcdo motora neuronal as 24 hpe, seguido de elevacdo nos niveis de
potassio (mmol/L), calcio (mmol/L), hidrogénio (mmol/L) e glicose (mg/dL) em relacdo ao grupo
controle. Lactato (mg/dL) e hidrogénio foram superiores aos controles as 168 e 240 hpe,
respectivamente. Bicarbonato (mmol/L), sédio (mmol/L) e cloreto (mmol/L) aumentaram seu niveis as
240 hpe, embora ndo tenham havido diferenca nos niveis de pH. Houve aumento no indice de alteragdes
histologicas (IAH) em todos os periodos estudados em relacdo aos controles, ndo havendo diferencas
entre 0s espécimes expostos. As alterac6es variaram desde hiperemia do epitélio branquial com fusédo
parcial de lamelas secundarias as 24 hpe até necrose do epitélio lamelar com a formacéo de aneurismas
vasculares as 240 hpe. Os resultados demostraram que a lambda-cialotrina quando aplicada no ambiente
aquatico na concentracéo de 11,2 pg/L™* causa efeito tdxico em Tilapias do Nilo, embora néo seja letal.
Alteracbes osmorregulatorias decorrentes da exposicdo a lambada-cialotrina estdo associadas a
alteracdes na morfologia branquial em todos os periodos de exposicéo.
Palavras-chave: piretroides, peixes, osmorregulacédo, histopatologia
Abstract

Lambda-cyhalothrin is a synthetic pyrethroid that mimics the structure and insecticidal
properties of pyrethrin, a natural insecticide derived from chrysanthemum flowers. This active principle
has been extensively used in agriculture for pest control and has a high potential for contamination in
water bodies. This active principle has been extensively used in agriculture for pest control and has a
high potential for contamination in water bodies. In fish, its mechanism of action is similar to that of
pyrethroids; it acts as a disruptor of the nervous system, causing motor paralysis associated with several
other alterations with varying levels of mortality. The aim of this study was to determine CL-50 (pg /
L-1) as well as to evaluate the responses of Acetylcholinesterase (umol min-1 mg ptn-1), electrolyte

profile and histological gill changes in Nile Tilapia (Oreochromis niloticus) submitted to different
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exposure periods (24, 96, 168 and 240 hours post- exposure - hpe). For this, two experiments were
conducted. In the first, CL-50 was determined, which resulted in 11, 2 + 3,9 pg/L™. In the second,
changes in the electrolyte profile were identified in specimens submitted to this concentration. There
was an effect of lambda-cyhalothrin on neuronal motor function at 24 hpe, followed by elevated levels
of potassium (mmol / L), calcium (mmol / L), hydrogen (mmol / L) and glucose (mg/ dL) group control.
Lactate (mg / dL) and hydrogen were higher than controls at 168 and 240 hpe, respectively. Bicarbonate
(mmol /L), sodium (mmol / L) and chloride (mmol / L) increased their levels to 240 hpe, although there
was no difference in pH levels. There was an increase in the index of histological changes (AHI) in all
the periods studied to the controls, and there were no differences between the exposed specimens. The
changes ranged from hyperemia of the branchial epithelium with partial melting of secondary lamellae
at 24 h to necrosis of the lamellar epithelium with the formation of vascular aneurysms at 240 hp. The
results demonstrated that lambda-cyhalothrin when applied in the aquatic environment at 11,2 pg / L-1,
causes a toxic effect on Nile Tilapia, although it is not lethal. Osmoregulatory changes due to exposure
to lambda-cyhalothrin are associated with changes in gill morphology at all periods of exposure.

Key-words: pyrethroids, fish, osmoregulation, histopathology

Introducéo

O Brasil vem se destacando no cenério mundial pelo uso de agroquimicos na producéo agricola
e pecuaria. Considerando a extensdo das areas destinadas a producdo deste setor, 0 emprego de varios
agentes quimicos tém impactado nas matrizes ambientais e vem se tornando um problema de salde
publica (HENAULT-ETHIER, 2015; PIGNAT I et al., 2017). Convergindo com esse cenario, 0 emprego

de compostos quimicos direcionados ao controle e proliferacdo de patdgenos na aquicultura brasileira,
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vem sendo adotado como um pratica comum de manejo com riscos elevados de contaminacdo ambiental
(MAXIMIANO et al., 2004; CYRINO et al., 2010).

Dentre os principais agroquimicos empregados na aquicultura comercial, destacam-se 0s
piretroides sintéticos (WERNER & YOUNG, 2017). Estes compostos foram concebidos para
proporcionar maior atividade residual, maior fotoestabilidade e alta rentabilidade. Segundo Kilgore &
Mingyuli (1975), o impacto é maior no meio aquatico uma vez que os pesticidas piretroides podem ser
transportados para longas distancias na hidrosfera, afetando em maior escala organismos ndo-alvos. Os
piretroides sintéticos, classificados como tipo Il, possuem um grupamento alfa-ciano na sua estrutura,
conferindo-lhes alto coeficiente de particdo octanol-agua e, portanto, elevada hidrofobicidade
(LASKOWSKI, 2002).

Como resultado, apresentam maior dissolucdo na matéria organica, maior sedimentacdo em
superficies aquosas e alta parti¢do no tecido lipidico dos organismos aquaticos (HILL, 1988; WERNER
& YOUNG, 2017). Nos peixes, os piretroides induzem efeitos hematoldgicos (PIMPAO et al., 2007,
EL-SAYED et al., 2007), bioquimicos e metabdlicos (VELISEK et al., 2007; GUARDIOLA et al.,
2013), neurotoxicos (KUMAR et al., 2009), genotéxicos (VELMUGUGAM et al., 2006; MURANLI &
GUNER, 2011) além de alteracdes morfofuncionais em diversos tecidos (CENGIZ, 2006; KAM et al.,
2012).

A lambda-cialotrina ou simplesmente cialotrina (3-(2-cloro-3,3,3-trifluoro-1-propenil) -2,2-
dimetil-ciano(3-fenoxifenil) metil ciclopropanecarboxilato) é um piretréide do tipo I, amplamente
utilizado na agricultura e em ambientes urbanos, uma vez que controla uma extensa variedade de
artrépodes (HART et al., 1997). Altas concentra¢es na agua e no sedimento de cipermetrina e lamda-
cialotrina ja foram reportados na Argentina, Brasil e Paraguai (JERGENTZ et al., 2005; HUNT et al.,

2016). O seu principal mecanismo de acdo esta na disruptura da permeabilidade dos canais de sédio e
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calcio nas células nervosas. Essa acdo modifica tanto a cinética de ativacdo quanto a de inativacéo das
moléculas, provocando despolarizacdo nas membranas celulares (VIJVERBERG & Van Den
BERCKEM, 1990; NARAHASHI, 1996; SUDERLUND et al, 2002). Assim, o principal sintoma no
inicio da intoxicagdo por esses compostos se da no sistema nervoso central (PINER & UNER, 2014).
Os efeitos neurotdxicos causados pela exposicdo aos piretroides, podem ser avaliados pela atividade
enzimatica da Acetilcolinesterase (AChE) presente no sistema nervoso.

A AChE catalisa e hidrolisa a acetilcolina, liberando a sinapse nervosa na jun¢do neuromuscular
(PAYNE et al., 1996). Nos peixes, a inibicdo da AChE blogueia a transmissdo dos impulsos nervosos
resultando na paralizacdo das funcBes motoras, independente da espécie, o que os torna bons
bioindicadores para estudos toxicoldgicos e de biomonitoramento em locais contaminados. (STENESH,
1998; WOLANSKY & HARRIL (2008).

Além das alteracfes nervosas, a homeostasia dos ions sédio, potéssio, célcio e magnésio é
prontamente alterada em peixes submetidos a tratamentos pela lambda-cialotrina ou por outros
piretroides (SUVETHA et al., 2010; KUMAR, 2012; VIEIRA et al., 2018). A osmorregulacao dos niveis
séricos desses eletrolitos, das trocas gasosas além do equilibrio &cido-base, depende da integridade
branquial (KLEINOW et al., 2008). O epitélio lamelar branquial € permeavel ao oxigénio, gas carbbnico
e amonia dissolvida, cuja transferéncia depende unicamente de difusdo passiva (RANDALL, 1990).
Portanto, alteragcbes morfoldgicas branquias podem alterar esses mecanismos de troca, levando a efeitos
sisttmicos imediatos. Por outro lado, a redugdo das adenosinatrifosfatases relacionadas ao calcio,
magnésio e sodio, estdo associadas a elevacdo da peroxidagdo lipidica nas branquias, figado, rim,
cérebro e musculo indicando possiveis transtornos morfofuncionais (VIEIRA et al., 2018).

Contudo, os efeitos cronico-lesivos branquiais além dos efeitos sobre a osmorregulacdo sérica

ndo tem sido completamente investigados em peixes submetidos a lambda-cialotrina em diferentes
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tempos de exposicdo. Os objetivos deste estudo foram determinar a CL-50 (ug/L™) bem como avaliar
as respostas da Acetilcolinesterase (umol mint.mg-ptn?), do perfil eletrolitico e das alteracoes
histologicas branquiais em Tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) submetidas a diferentes periodos
de exposicdo
Material e métodos
Animais e condi¢Bes experimentais

Foram utilizados 170 espécimes de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus), de ambos 0s sexos,
oriundas da mesma desova, provenientes da Estacdo Experimental de Piscicultura da FAMEZ/UFMS.
Todos os espécimes foram previamente aclimatados por 15 dias em aquarios de 1500 L com sistema
semi-estatico, temperatura variando entre 23 a 27°C, aerac¢do artificial com renovacéo de 25% do volume
de 4gua a cada 48 horas.

Os animais foram divididos em dois experimentos. No primeiro verificou-se a concentracdo letal
50 (CLso) € no segundo, espécimes foram expostos a diferentes periodos com a CLsg obtida. As analises
laboratoriais foram realizadas no Laboratério de Patologia Experimental do INBIO/UFMS. Durante os
dois experimentos, a qualidade da agua foi monitorada duas vezes ao dia considerando o pH, oxigénio
dissolvido (mg L), temperatura (°C), condutividade elétrica (uS/cm), nitrito e nitrato (mg L™). Todos
os procedimentos e cuidados experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica e Uso Animal
(CEUA/UFMS, protocolo n. 919/2017).
Teste de toxicidade aguda (concentracao letal 50 - CLs0.96h)

Noventa espécimes (22,2 £1,5 g) foram aleatoriamente divididos e alocados em seis aquarios (n
=5 peixes/aquario/3 réplicas) de 110 L. Posteriormente, foram submetidos a uma formulagdo comercial
de lambda-cialotrina (Trinca Caps®, UPL do Brasil, 25% (m/v); [-ciano-3-phenoxibenzil-3-(2-cloro-

3,3,3-trifluoro-1-propenil) -2,2-dimethil-ciclopropanecarboxila]). As concentragdes nominais de 0,0,
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4,0, 8,0, 16,0, 32,0 ¢ 64,0 ng.L™* foram aplicadas nos aquarios que permaneceram tampados, em sistema
estatico, como aeracdo artificial por 96 horas sem incidéncia de luz solar (APHA-AWWA-WEF, 1998).
De hora em hora, os aquarios eram examinados para a retirada dos espécimes mortos. Ao final do
periodo, calculou-se a CLso96h, pela analise de regresséo néo linear, método binomial, transformado
para 0 Log. da concentracdo nominal (ugL™), com intervalo de confianca de 95%. O software
GraphPrism 7.0 (Inc. San Diego, CA, USA) foi usado para essa analise.
Teste de toxicidade crénica

Para esse teste foram utilizados 80 espécimes (139,8 +24,2 g) divididos aleatoriamente em dois
grupos experimentais que se mantiveram em jejum por até 240 horas em aquarios de 1500 L. Durante
esse periodo, ndo houve renovacOes parciais de agua, porém o monitoramento da qualidade manteve-se
conforme as mesmas variaveis reportadas anteriormente. O grupo exposto (n = 40) foi submetido a
concentragdo de 11,2 pug L por 24 (n = 10), 96 (n = 10), 168 (n= 10) e 240 horas (n=10). Para cada

periodo, 10 espécimes aleatdrios do grupo ndo exposto eram avaliados e compuseram o grupo controle.

Perfil osmorregulatério

ApOs anestesia em solucéo de eugenol (50 mg/L™), o sangue foi colhido por puncio na veia
caudal com seringas (3 ml) e agulhas (21G x 1”) previamente banhadas com solugdo de heparina (1000
Ul/ml). As amostras foram refrigeradas a (5 °C) e processadas até 4 horas ap6s a colheita. Uma amostra
de sangue total (250 pl) foi obtida para analise dos valores séricos de potassio, sodio, cloro, célcio,
bicarbonato, hidrogénio, pH, lactato e glicose foram determinados por automacgdo, método de elétrodo
seletivo, (Cobas ™ Auto-Trol Plus B; COBAS 221, Roche®).

Histologia branquial
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Apos a colheita do sangue os animais foram eutanasiados em solugdo de eugenol (450 mg L)
seguindo Kildea et al. (2004). Em seguida, fragmentos de branquias de todos os individuos dos
respectivos grupos experimentais (expostos e controles), foram fixados em solucdo tamponada de
formol 10% por 24 horas e, posteriormente, transferidos para solucao de alcool 70% até processamento
histologico. Foram realizados cortes histologicos de 3 um em micrétomo rotativo e as seccdes
histologicas foram coradas com hematoxilina e eosina (H&E). Os cortes foram analisados em
microscopia de campo claro.

As alteracdes encontradas foram classificadas de acordo com o indice de alteracdo tecidual
(1IAH), segundo Poleksic & Mitrovic-Tutundzic (1994) e Bernet et al. (1999). O IAH baseou-se no grau
de importéncia (1-3), que considera a reversibilidade das les6es, bem como na distribuicdo e frequéncia
das mesmas (0-3). A tabela 1 representa as alteracdes histoldgicas e seus respectivos graus de

importancia. A seguinte formula foi usada para a estimativa do IAH.
IAH = 2ai (@ X W);

Onde: a, representa o respectivo grau de importancia das lesGes (1, reversivel; 2, reversiveis ap0s

neutralizacdo do agente; 3, irreversivel) e W, representa a distribuicdo e frequéncia das alteracdes: (0,
ausente; 1, pouca; 2, moderada; 3, acentuada).

Atividade enzimatica da acetilcolinesterase (AChE)

Ap0s a retirada das branquias, fragmentos do encéfalo foram acondicionados em tubos de ensaio
com tampao Tris HCI 10 mM [pH 7,2] resfriado, na proporg¢éo de 1:10 (massa: volume). Em seguida,
foram homogeneizados e centrifugados a 1000 g (2500 rpm) por 15 min. O sobrenadante foi separado
em microtubos e congelado a -20° C, para quantificacdo e inibicdo da acetilcolinesterase (AChE).

Para a analise da atividade enzimatica utilizou-se 20 pl de sobrenadante adicionados a 150 pl de
tampdo fosfato de potassio 100 mM (pH= 7,0), 80 ul de adgua destilada e 20 pL de Iso-OMPA (inibidor

da BChEi) e foram incubados por 30 min. Em seguida, adicionou-se 30 ul de ACh (10 mM) por 10 min
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a 37°C. Essa reacdo foi blogueada pela adicdo de 20 uL de brometo de neostigmina 51 mM. Para a
revelacdo da reacdo, adicionou-se 20 uL. de DTNB 8,5 mM (acido 5,5- ditio-bis-(2-nitrobenzoico)). A
hidrolise do iodeto da ACh catalisada pela AChE forma o anion 5-tio-2-nitrobenzoato (TNB), o qual foi
determinado por espectrofotometria (Amax= 412 nm) em temperatura ambiente. A atividade da AChE foi
expressa em umol de ACh hidrolisada/minuto/miligrama de proteina.
Analise estatistica

Os dados do perfil eletrolitico e do perfil da AChE foram submetidos a analise de variancia,
modelo misto generalizado, para efeito fixo de tratamento (periodo de exposi¢cdo x controle) com
comparacdo par a par pelo teste DMS (diferenga minima significativa). O 1AH foi comparado entre 0s
tempos de exposicdo pela andlise de variancia ndo paramétrica, modelo de Kruskall-Wallis e

comparagao par a par pelo teste de Mann-Whitney U. O software SPSS 23.0 (IBM®) foi usado para as

analises. Box Plot considerando a mediana, 1° e 3° quartil e o intervalo entre os valores minimos e
maximos interquartis foram usados para expressar os valores das variaveis séricas, IHA e atividade da
AChE.

Resultados

Teste de toxicidade aguda (CLs0.96h)

A CLso.96h calculada foi de 11,2 +3,9 pg/L™ (IC 95% entre 7,30 e 15,1) de acordo com as taxas
de mortalidade representadas na Figura 1. A mortalidade para os espécimes expostos as concentragdes
entre 4,0 e 16,0 ocorreram a partir das 48 entre 72 horas pos-exposicao (hpe), enquanto que 0s expostos
as concentracdes de 32,0 e 64,0 a.i. (ug) morreram entre 6 entre 48 hpe. A CLs096h calculada foi usada
para 0 experimento subsequente onde verificou-se os perfis eletroliticos e bioquimicos sericos bem
como as alteracdes histologicas branquiais entre 24 e 240 hpe.

Teste de toxicidade croénica e perfil osmorregulatorio
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N&o houve mortalidade durante o periodo de exposi¢cdo no teste de toxicidade cronica. Sodio e
potassio apresentaram perfis distintos. Enquanto o sodio foi diferente apenas as 96 horas pds-exposicéo
(hpe) com os espécimes controles e superior as 240 hpe em comparagdo aos demais periodos, 0 potassio
foi diferente em todos os animais controles de todos os periodos. Ademais, este eletrélito foi superior as
24 hpe e inferior nos demais periodos. Ao contrario, o cloreto ndo sofreu efeito quanto aos tempos de
exposicdo enquanto que o célcio foi inferior as 24 hpe e superior as 240 hpe as 24, 96 e 168 hpe,
respectivamente (Figura 2). O pH, o lactato e o bicarbonato séricos mostraram perfis semelhantes. O pH
e 0 bicarbonato foram superiores as 240 hpe, enquanto o lactato aumentou as 168 e 240 hpe,
respectivamente. O ion hidrogénio néo variou entre os controles, mas foi inferior as 240 hpe em relacdo
aos demais periodos. Ao contrario, a glicose foi superior em relacdo aos respectivos controles mas nao
variou entre os periodos de exposicdo (Figura 3).

Histologia branquial

Todas os periodos apresentaram alterac@es histologicas mas ndo houve diferenca entre estes
quanto ao IAH (Figura 5). As 24 e 96 hpe os valores foram referentes as alteracbes de caréter
circulatdrio, tais como hiperemia vascular, aumento da espessura do epitélio das lamelas primarias
(proliferacdo epitelial lamelar — PEL) e edema de lamela secundaria, associados ou ndo a fusdes
lamelares secundarias focais (Figura 4, b e c). Nos periodos subsequentes, houve aumento no grau de
importancia das alteracfes histoldgicas, especialmente para lesdes classificadas no estagio 1. PEL
associada a necrose com subsequente fibrose focal, infiltrado granulocitico e atrofia lamelar, foram
observadas com maior frequéncia as 168 e 240 hpe (Figura 4, c, d, e). A hipertrofia proliferativa das
células de muco foi observada em todos os periodos, porém, a frequéncia foi maior nos dois Gltimos

periodos (Figura 4, g). A necrose lamelar, com fusdo completa de lamelas secundarias associadas a
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presenca de aneurismas tromboticos fibrosados ou nédo, ocorreram exclusivamente as 240 hpe em
apenas dois espécimes (Figura 4, f e h). Neste periodo houve aumento da amplitude do IAH.
Atividade enzimatica da acetilcolinesterase (AChE)

Houve reducéo (P<0,05) dos niveis da Acetilcolinesterase (AChE) apenas as 24 e 240 hpe. As
96 e 168 hpe os valores foram semelhantes aos respectivos controles e ndo diferiram entre si (Figura 4).
Discusséo

Varios experimentos tem mostrado os efeitos adversos da lambda-cialotrina em espécies de
peixes comerciais com base na determinagdo da CLso.96h (Piner & Uner, 2013; Moraes et al., 2013;
Kutluyer et al., 2015). No geral, as dosagens elencadas para obtencdo das curvas de ajuste sdo
discrepantes o que resulta numa maior amplitude nas concentracgdes letais minimas (Maund et al., 1998;
Werner & Moran, 2008; Ahmad et al., 2012). Por outro lado, sensibilidade das espécies, formulacbes
comerciais (veiculos e estabilizantes), categoria dos espécimes, toxicidade seletiva, entre outras, podem
ser apontados como fatores que afetam a resposta nos testes de toxicidade aguda (He et al., 2008;
Vassiliou, 2016). O teste de toxicidade aguda revelou uma CLso.96h nominal com intervalo de confianca
(IC 95%) entre 7,30 e 15,1 pgL?, valores superiores a varios estudos, mas semelhante ao reportado em
Danio rerio (Wang et al. 2007) e em Channa punctatus (Kumar et al. 2007). Cabe ressaltar que estes
valores foram obtidos a partir de um sistema estatico, onde ndo ha renovacao da solucdo teste (Adams
& Rowland, 2003; Moraes et al., 2018). Esse método foi adotado uma vez que a lambda-cialotrina
apresenta alto valor para o fator de bioconcentracdo orgéanica (Yamauchi, 1985), é estdvel em pH 7,0
com relativa baixa solubilidade, e com meia-vida de até 28 dias para degradagdo em sistemas aquéaticos
aerdbicos (Laskowski, 2002). Assim, foi possivel obter uma concentracdo satisfatoria subletal, capaz de
alterar a osmorregulacdo e a histologia branquial nos espécimes mantidos até as 240 hpe, 0 que torna

esse composto lesivo a O. niloticus.
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A resposta a AChE e osmorregulacdo indicam uma situacéo de estresse marcado por alteracdes
entre os periodos experimentais. A atividade da AChE foi inferior as 24 hpe o que sugere um efeito
imediato da lamba-cialotrina sobre a atividade sinaptica nervosa. A inibicdo dessa enzima leva ao
acumulo de acetilcolina (ACh) nas sinapses do sistema nervoso somatico aumentando os processos de
contracdo muscular voluntaria seguido por paralisia, um efeito tipicamente observado em diferentes
pesticidas nos peixes (Habig & Di Giulio, 1991; Kumar et al., 2009; Piner & Uner, 2014). A reducéo no
altimo periodo pode ser devido a falhas nos mecanismos compensatérios para a detoxicacdo do
composto, sugerindo que residuos poderiam estar presentes na dgua ou bioacumulados nos espécimes
(He et al., 2008). Por outro lado, a elevacdo da glicose circulante durante todos os periodos avaliados,
estd associada a liberacdo de adrenalina e aumento da glicogendlise hepatica em resposta a maior
demanda metabolica comumente observada nas situacdes de estresse (Schreck & Tort, 2016). O
acumulo de compostos quimicos pesticidas especialmente no tecido pancreatico, compromete
seletivamente a producdo de insulina, resultando em altos niveis de glicose na corrente circulatéria
(Diwan et al., 1979; Verma et al., 1983; El-Sayed et al., 2007).

O efeito do estresse em peixes expostos a diferentes compostos quimicos afeta o perfil
osmorregulatorio, cuja funcdo primordial € manter a pressdo osmotica e os fluidos corporais em
equilibrio. Essas variacGes podem surgir de horas a dias e dependem diretamente da integridade da troca
ibnica branquial, além de varios mecanismos compensatorios (Hwang & Lin, 2014). Os valores
observados para 0s grupos controles no presente estudo, particularmente para o sodio, potassio, cloreto
e célcio assim como para o lactato e glicose, estdo de acordo aos padrdes reportados para O. niloticus e
outras espécies de agua doce (Stoskopf, 1993; Becker et al., 2001; Cataldi et al., 2005; Almeida et al.
2018). Isso demonstra que o sistema de automagdo empregado foi um método adequado e promissor

para 0 monitoramento da osmorregulacdo. Além disso, a qualidade da agua para esses grupos manteve-
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se nos padrbes recomendados, mesmo considerando o sistema empregado (Bhatnagar & Devi, 2013).
No entanto, a resposta idnica dose-dependente é complexa e envolve ndo apenas a integridade celular
mas também a capacidade adaptativa das espécies frente aos estressores quimicos (Takei & Hwang,
2016). Sodio e cloreto séricos usualmente diminuem por perda urinaria rapidamente ap6s um estimulo
adrenérgico (McDonald & Milligan, 1997). Porém, apenas o sodio diminuiu as 96 e 168 hpe, sugerindo
um mecanismo compensatério a partir das 24h pos-exposicao tal como o aumento da perfusao branquial
em resposta ao estresse (McDonald et al., 1991). O perfil do potassio foi 0 mais atipico nos periodos
estudados. A elevacdo as 24 hpe seguida por queda brusca nos demais valores, indica um quadro inicial
de hipercalemia, seguido por hipocalemia nos periodos subsequentes. A elevacdo do potassio circulante
foi demonstrada pelos mecanismos de co-transporte com o s6dio ou com os ions-cloreto nos processos
agudos de intoxicacdo (Knudsen & Jensen, 1996; Vieira et al, 2018). Ao contrario, em situacdes de
estresse cronico ha queda desse eletrdlito, conforme observado em O. niloticus expostos a atrazina, por
aumento da diurese renal em associacdo a perda da permeabilidade celular no epitélio branquial
(Fischer-Scherl et al., 1991; McDonald & Milligan, 1997).

Variacdes nos parametros dos peixes expostos aos piretroides sdo controversos e dependem
diretamente de ajustes celulares, enddcrinos e metabdlicos (Claiborne et al., 2002; Randall & Tsui,
2006). O equilibrio acido-base esta na dependéncia desses processos regulatérios e podem variar ainda
de acordo com a espécie, do principio ativo e da concentra¢do do agente toxico além do meio osmético
do ambiente aquatico (McDonald & Milligan, 1997; Harmon, 2009). O efeito prolongado da lambada-
cialotrina alterou o perfil acido-base nos peixes expostos. O aumento do pH e do bicarbonato
demonstram condicdo de alcalose ao final do periodo experimental. Neste periodo, houve aumento
significativo do pH com queda nos valores dos ions-hidrogénio e aumento do bicarbonato. O equilibrio

acido-base dependente do pH plasmatico que se altera nos episddios de estresse (Perry & Wood, 1989).
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A sua elevacdo associa-se a reducdo dos niveis de hidrogénio, os quais reduzem a presenca de gas
carbénico tecidual (Tufts & Perry, 1998). Como a permeabilidade do gas carbénico é rapida, o aumento
continuado da ventilacdo respiratdria seria suficiente para garantir adequada transferéncia de oxigénio
tecidual (Randal & Daxboeck, 1984; Nikinmaa & Salama, 1998). Porém, esses mecanismos ficam
comprometidos a medida que a integridade branquial é alterada. Nossos resultados sugerem que a perda
de hidrogénio pode ter sido compensada pela maior producao de bicarbonato o que resultou no quadro
de alcalose. No entanto, como o lactato sérico elevou-se as 196 e 240 hpe é possivel especular o
envolvimento do metabolismo energético na variacdo do nivel de bicarbonato. Os piretroides sintéticos,
de ambos os tipos (I e 1) como as piretrinas, cipermetrina e lambda-cialotrina, respectivamente,
aumentam drasticamente as taxas metabdlicas entre 7 e 10 dias pos-exposicdo devido ao gasto energético
atribuido a detoxicacdo e reparacdo tecidual (Kumaragur & Beamish, 1983; Kumar et al., 2014). Em
Oreochromis mossambicus expostos a cipermetrina, ha deplecdo do glicogénio hepatico com
decréscimo da lactato desidrogenase e aumento do nivel de lactato circulante devido a reducédo do
piruvato via ciclo do acido tricarboxilico (Reddy & Yellamma, 1991). Além disso, o efeito dos
compostos quimicos esta diretamente associado a hipdxia tecidual, com aumento significativo do gasto
metabolico (Bonga, 1997; Slaninova et al., 2009). As alteracbes no perfil osmorregulatério e do
equilibrio acido-base observadas sugerem que embora tenha havido compensacéo eletrolitica, 0 gasto
energético frente a lambda-cialotrina foi alto em detrimento as alteracdes histoldgicas branquiais.
Diversas alterac@es histologicas branquiais em peixes expostos aos piretroides tem sido descritas
na literatura (Heath, 1995; Liebel et al., 2013; Yancheva et al., 2015). No geral, as branquias apresentam
um limitado repertorio de lesGes em resposta aos agentes quimicos ou fisicos (Wolf et al. 2015). A mais
comum em processos agudos e cronicos refere-se a proliferagdo do epitélio estratificado lamelar

primério (PEL), composta por varios tipos celulares tais como células pavimentosas epiteliais, células
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cloreto, celulas de muco, células pilares, granulécitos e agranulocitos, entre outras (Takashima &
Hibiya, 1995). A proliferacdo do epitélio lamelar constitui-se num processo hiperplasico, usualmente
associado a perda ou atrofia lamelar secundaria, hiperplasia das células de muco e processo infiltrativo
leucocitario (Wood, 2001; Wolf et al., 2015). A proliferacdo do epitélio lamelar foi a principal e mais
frequente alteracdo observada pos-exposicdo, seguida por infiltracdo de células granulociticas
eosinofilicas (CGE), atrofia lamelar, proliferacdo das células de muco e aneurismas vasculares nos
periodos finais de exposicdo. Além da PEL as 24 hpe, houve marcada hiperemia em praticamente todas
as amostras. A vasodilatacdo pode ser reflexo do aumento da ventilacdo branquial por vezes associada
a disruptura epitelial, uma vez que os piretroides sdo altamente lipofilicos as células branquiais
induzindo a sintese de lipoxigenases (Mishara et al., 2005; Prusty et al., 2015). Essas alteracdes tornam-
se extensivas ao epitélio lamelar secundario resultando em proliferacdo, descamacao ou adeséo lamelar
(Kleinow et al., 2008; Wolf et al., 2016). Portanto, o conjunto de alteracfes observadas nos periodos
pOs-exposicdo representam processos cronoldgicos progressivos a partir da irritacdo causada pela
lambda-cialotrina. A presenca de necrose epitelial juntamente com a fibrose foi mais frequente no altimo
periodo de exposicao sugerindo que as alteraces produzidas tenham um carater deletério mais durador.
LesBes com estas caracteristica permaneceram pelo menos até 35 dias em O. niloticus expostos a
cipermetrina (Korkmaz et al. 2009). Especialmente as 168 e 240 hpe destacaram-se a prevaléncia dos
aneurismas lamelares. Essa lesdo tem sido descrita em varios estudos incluindo a lambda-cialotrina e
outros piretréides (Cengiz, 2006; Valisek et al., 2006; Velmurugan et al., 2007; Cunha et al. 2018). O
aneurisma lamelar origina-se de uma expansao aguda das arteriolas lamelares secundarias (hiperemia
aguda) com sequestro eritrocitario na regido proximal, em resposta as alteragdes vasculares. Como
consequéncia, havera formacdo de um coagulo (trombo) na regido proximal da lamela. Nos processos

crénicos o0s trombos usualmente aparecem revestidos por tecido colagenoso e por vezes associados a
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necrose do epitélio lamelar priméario e fusdo lamelar secundaria (Mallat, 1985; Wolf et al., 2005;
Ferguson, 2006). Portanto, nossos achados sugerem que essas lesdes ndo sejam de carater reversivel e
estdo de acordo com o estudo de Korkmaz et al. (2009) para os efeitos da cipermetrina.

Nossos resultados demonstram que O. niloticus expostos a concentracdo subletal de lambda-
cialotrina apresentam alterac6es na osmorregulacéo séria, perfil da acetilcolina em associacéo a resposta
histologica branquial. Essas alteragdes sdo cronologicamente progressivas até o décimo dia pos-
exposicdo, caracterizadas por hipocalemia, hipercalcemia, hiperglicemia e lactato ea diminuicdo da
atividade enzimatica no primeiro tempo da acetilcolina. Aneurismas vasculares e necrose epitelial

lamelar compdem uma resposta cronica branquial decorrente da exposicao a lambda-cialotrina.
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Tabela 1. Classificacdo™ das alteragdes histologicas da branquia, quanto ao tipo de lesdes e dos estagios

em que se inserem nos respectivos 0rgaos.

Orgaos

Alteracdes histoldgicas

Grau de alteracéo

Branquias

Hipertrofia e hiperplasia epitelial
Descamacéo epitelial

Infiltrado inflamatorio epitelial
Espassamento epitelial

Proliferacéo celular epitelial

Atrofia lamelar

Hiperplasia de células de muco
Hipertrofia e hiperplasia de células cloreto
Hipertrofia de células de muco
Hemorragia

Edema lamelas secundarias

Aneurisma

Hiperemia

Ruptura do epitélio lamelar

Fusdo de lamelas secundérias

Fusdo completa de lamelas secundarias
Rodlet + Hiperemia + Infiltrado
Aneurisma com fibrose

Fibrose epitelial

Necrose

1

WWNNNMNNRRPRPRRPRPRRPRRPRRR

w

* De acordo com Poleksic & Mitrovic-Tutundzic (1994); Bernet et al. (1999); 1, alteracdes

reversiveis; 2, alteracOes reversiveis apos neutralizacdo do agente; 3, alteragdes irreversiveis.
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*ai(ug) n Mortalidade (%)
0,0 15 0,0

4,0 15  1(6,6)

8,0 15 3(20,0)

16,0 15 12 (80,0)

32,0 15 15(100,0)

64,0 15 15 (100,0)

M ortalidade (Log n)

CL50 =1log 1.35
(11.2%3.9gg L")
1’2 0.94

T T T T T T
1.0 1.5 2.0

Log pg/L "

* concentragdo ativa do ingrediente de acordo com a formulagdo comercial (Trinca Caps®)

Figura 1. Taxa de mortalidade em Oreochromis niloticus expostos a diferentes

concentracdes de lambda-cialotrina e respectiva curva para célculo da CLs096h (IC

95% 7,3 — 15,1 pg/L™).
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Figura 2. Box plot (mediana, 1° e 3° quartil) para o perfil sérico do sédio, potassio, cloreto e calcio

em Oreochromis niloticus expostos a lambda-cialotrina (22,6 um/L-1) em diferentes periodos. *,

P<0,05 entre controle (caixas brancas) e expostos (caixas cinzas); letras distintas entre expostos

representam diferenca significativa (P<0,05).
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Figura 3. Box plot (mediana, 1° e 3° quartil) para o pH e perfil sérico do lactato, hidrogénio,

bicarbonato e glicose em Oreochromis niloticus expostos a lambda-cialotrina (22,6 pm/L-1) em

diferentes periodos. *, P < 0,05 entre controle (caixas brancas) e expostos (caixas cinzas); letras

distintas entre expostos representam diferenca significativa (P<0,05).
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Figura 4. Box plot (mediana, 1° e 3° quartis) representando os valores medianos
e respectivos quartis (1° e 3°) para o perfil da Acetilcolinesterase em Oreochromis
niloticus expostos a lambda-cialotrina (22,6 um/L-1) em diferentes periodos. C,

controle. *, P<0,05 entre controles (caixa branca) e expostos (caixa cinza).
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Figura 5. Box plot (mediana, 1° e 3° quartil) para os indice de alteracdes
histologicas (IAH) branquiais em Oreochromis niloticus expostos a lambda-
cialotrina (22,6 um/L-1) em diferentes periodos. *, P<0,05 entre controles

(caixas brancas) e expostos (caixas cinzas).
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Figura 6. SeccOes histoldgicas sagitais branquiais de Oreochromis niloticus expostas a lambda
cialotrina. (a), normal (grupo controle/24 hpe), H&E, barra = 100 um. (b), hiperemia do epitélio
branquial com fusdo parcial de lamelas secundarias, observada as 24 e 96 hpe; H&E, barra = 100 pum.
(c), fusdo de lamela secundaria com fibrose (setas), observada as 168 hpe; H&E, barra = 200 um. (d),
maior aumento da figura ¢, com destaque para a fibrose nas células epiteliais da lamela primaria (seta);
infiltrado inflamatorio e necrose lamelar (setas), observado entre 168 e 240 hpe de exposicao; H&E,
barra =100 um. (e), infiltrado inflamatdrio caracterizado por células granulociticas eosinofilicas (CGE)
em associacao ao espessamento epitelial e perda de lamelas secundérias (cabecas de seta) e severa atrofia
(setas) observado entre 96 e 240 hpe); H&E, barra = 50 um. (f), espessamento lamelar primario (seta)
com aneurismas vasculares difusos observados as 240 hpe; H&E, barra = 200 um. (g), proliferacdo de
células epiteliais e células mucoides (setas); atrofia de lamelas secundéarias foram observadas em todos
os periodos de exposicdo; H&E, barra = 50 um. (h), necrose epitelial e de lamelas secundarias com

aneurismas vasculares ndo fibrosos observado as 240 hpe; H&E, barra = 50 pum.



