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Resumo

O triclorfon (TCF) ¢ amplamente utilizado na aquicultura brasileira e mundial como
medicamento para controle e tratamento de ectoparasitas em peixes. O TCF ¢ um pesticida com
toxicidade moderada em vertebrados e, portanto, a sua aplicagdo pode ser um intensificador dos
danos sobre as respostas fisiologicas e bioquimicas em peixes que ja enfrentam problemas na
qualidade ambiental como o acimulo de di6xido de carbono (CO.). Neste estudo, adotou-se
uma abordagem de investigacdo considerando os efeitos do TCF sobre a saude dos peixes de
forma isolada ou em associacdo com a alta concentragdo de CO, ([CO2]) na agua. Dois
experimentos foram desenvolvidos para investigar tais efeitos. No experimento 1, investigou-
se a exposicdo da tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) ao TCF por 96 h. Neste estudo
registramos mudangas comportamentais, metabolicas e hormonais que modificaram os padrdes
de resposta do sistema de defesa imune e enzimatico nos tecidos muscular e hepatico. Houve o
aumento do cortisol plasmatico e glicose combinados com a redugdo da atividade da
acetilcolinesterase no musculo e tecido hepatico apos 96 h de exposi¢do ao TCF, indicando
estresse quimico. Verificou-se um aumento do numero de leucécitos, trombocitos, atividade
respiratoria de mondcitos, lisozima e leucdcitos. O aumento na atividade da glutationa-S-
transferase (GST) no tecido hepatico apos o periodo de contaminacdo quimica sugere que esta
enzima tem participagdo diretas no processo de desintoxicacdo do TCF nos peixes. A partir dos
resultados obtidos, concluimos que o TCF afeta os parametros fisiologicos da tilapia do Nilo, o
que pode gerar efeitos irreversiveis de recuperagdo do quadro clinico. No experimento 2,
investigou-se a exposic¢ao da tilapia do Nilo ao TCF isolado ou associado a alta [CO] por 48
h. Verificou-se que a associagdo das condigdes experimentais intensificou os danos sobre o
tecido sanguineo dos peixes. A redug@o do numero de eritrocitos (RBC) e hematdcrito (Ht)
revela uma deficiéncia no transporte de Oz, compensado pelo aumento da hemoglobina (Hb).
A reducdo dos leucocitos e trombdticos indica menor resisténcia imunologica para combater
doengas patogénicas ou menor capacidade de recuperagdo apos danos sobre o tecido sanguineo.
O aumento da lisozima sugere uma agdo do sistema imunoldgico inespecifico no combate a
infec¢Oes primarias nos peixes. Houve uma redugdo na atividade da acetilcolinesterase (AChE)
no tecido muscular, indicando um disturbio no sistema colinérgico neuromotor dos peixes. O
sistema de defesas antioxidantes avaliado pelo marcador de lipoperoxidagdo (LPO) e atividade
das enzimas catalase (CAT) e GST dos peixes foram alterados pela acdo do TCF isolado ou
associado com a alta [COz]. O aumento da LPO sugere que o TCF e altas [CO2] na agua sdo
fatores pro-oxidantes. Portanto, a regulacdo positiva da atividade da CAT e GST verificada
nesse estudo pode ser vista como uma resposta do sistema antioxiodante para manter a
concentragdes de espécie reativa de oxigénio (ERO) em niveis ndo prejudiciais para o tecido
hepatico. Este estudo evidencia a necessidade de busca por novos compostos para o tratamento
de parasitasxx que tenha nenhum impacto sobre a satide dos peixes. Além disso, considerando
que niveis elevados de CO, pode ocorrer na piscicultura intensiva, principalmente, em sistema
de recircula¢do de agua, recomendamos que os niveis de CO> dissolvido sejam monitorados
regularmente nos tanques de cultivo.

Palavras chaves: Aquicultura, CO da agua, pesticida, toxicologia, biomarcadores de efeito
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Abstract

Trichlorfon (TCF) is widely used in Brazil and worldwide aquaculture as a compound to control
ectoparasites in fish. However, TCF is a pesticide with moderate toxicity in vertebrates and,
therefore, its application can be an intensifier of damage on the physiological and biochemical
responses in fish already facing problems in environmental quality such as the accumulation of
carbon dioxide (CO2). Thus, in this study, an investigation approach was adopted considering
the effects of TCF on the health of fish isolated or associated with high [CO:z] in the water. Two
experiments were developed to investigate such effects: Experiment 1: Nile tilapia exposure to
TCF for 96 h was investigated. In this study, we registered behavioral, metabolic and hormonal
changes that modified the response patterns of the immune and enzymatic defense systems in
the muscle and liver tissues. There was an increase in plasma cortisol and glucose combined
with a reduction in acetylcholinesterase activity in muscle and liver tissue after 96 h of exposure
to TCF, indicating chemical stress. In response to this harmful situation, we observed changes
in the immune system that lead to an increase in the number of leukocytes, thrombocytes,
monocyte respiratory activity, lysozyme and leukocytes. In addition, we associate the increased
activity of GST in liver tissue as a strategy used by fish to combat the effects of TCF. Therefore,
we conclude that the TCF affects the physiological parameters of Nile tilapia, which can
generate irreversible effects of recovery of the clinical condition. In experiment 2: Nile tilapia
exposure to TCF alone or associated with discharge [CO;] for 48 h was investigated. In this
study, we found that the association of experimental conditions intensified the damage to the
blood tissue of fish. The reduction in the number of RBC and Ht (%) reveals a deficiency in the
transport of O, offset by the increase in Hb. The reduction in leukocytes and thrombotics
indicates less immunological resistance to fight pathogenic diseases or less capacity to recover
after damage to the blood tissues. The increase in lysozyme suggests an increase in the action
of the nonspecific immune system to fight primary infections in fish. The study also showed
that TCF affects the neuromotor cholinergic system of fish by inhibiting acetylcholine (AChE).
The antioxidant defense system assessed by the lipoperoxidation marker (LPO) and activity of
the enzymes catalase (CAT) and glutathione-S-transferase (GST) in fish were also altered by
the action of TCF alone or associated with discharge [COz]. The increase in OLP suggests that
TCF and high [CO3] in water are pro-oxidant factors and, therefore, the positive regulation of
CAT and GST activity was to maintain LPO concentrations at levels that are not harmful to
liver tissue. Therefore, our study highlights the need to search for new compounds that could
replace TCF, having no or few adverse effects on fish species. In addition, considering that high
levels of CO; occur in intensive production, mainly in a water recirculation system, we
recommend that the levels of dissolved CO- should be monitored regularly in the cultivation
tanks.

Key words: Aquaculture, CO> from water, pesticide, toxicology, effect biomarkers
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representam médias + desvio padrdo. Letras pequenas indicam diferengas entre os grupos para
P 0,05 e e ettt et et ee 85

Figura 8. Atividade da acetilcolinesterase muscular (AChE; nmol. Min mg proteina™') da tilapia
do Nilo exposta por 48 h em agua livre de TCF e condi¢do de CO2 normal (Ctrl), triclorfon na
concentracdo de 0,5 mg.L! (TCF); 4gua com alto CO, (H-CO) e interagio entre TCF e 4dgua
com alto teor de CO2 (TCFu.co2). Barras representam médias + desvio padrdo. Letras pequenas
indicam diferencas entre 0s grupos para p <0,05. .....ccoeeveirieiiiiiiieiiiee e e 86

Figura 9. Niveis de peroxidacdo lipidica (LPO; nmol g tecido™), atividade da catalase (CAT;
BU mg proteina') e atividade da glutationa S-transferase (GST; nmol mgPT™!) no tecido
hepatico de tilapia do Nilo exposta por 48-h em dgua livre de TCF e condi¢do normal de CO2
(Ctrl); triclorfon na concentragdo de 0,5 mg.L™!' (TCF); 4gua com alto CO» (H-CO) e interagio
entre TCF e 4gua com alto teor de CO2 (TCFu.coz). Barras representam médias + desvio padrao.
Letras pequenas indicam diferencas entre os grupos parap <0,05. .....cccceeveivieeerieiencneeineennns 87
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Capitulo 1

1. Introducao

A aquicultura é uma industria com expressao significativa no setor agropecuario no que
se refere a capacidade de produzir proteina animal para consumo humano, gerar fonte de renda
e proporcionar meio de subsisténcia para a populacdo. Atualmente, a aquicultura fornece ~50
% do pescado consumido globalmente (Fazio, 2019), expandindo nos préximos anos, espera-
se que essa atividade seja a principal fonte de pescado destinado para o consumo da populagéo
mundial (FAO, 2018). A projecdo esperada para a produgdo de pescado pela aquicultura em
2030 é de 109 milhdes de toneladas, isso representa um aumento de 32 % (26 milhdes de
toneladas) em relagdo ao ano de 2018 (FAO, 2020).

O aumento das fazendas aquicolas que adotam o sistema intensivo como principal meio
de producdo, ¢ um dos fatores que tem contribuido para o desenvolvimento e expansdo da
aquicultura nos ultimos anos. Neste sistema de produgdo, é preconizado a alta densidade para
obter maior produtividade de animal por area. Este método de produgdo conta com o uso de
tecnologias sofisticadas para estimular o desenvolvimento dos peixes, desde o estagio inicial
de alevino até alcancar as condi¢des ideais para o consumo. As principais tecnologias que
facilitam esse método de produgdo incluem o uso de ragdes nutricionalmente completas,
fertilizantes, linhagens de animais aprimorados geneticamente, medicamentos veterinarios,
aeragdo mecanica e recirculagdo de agua entre outros (Henriksson et al., 2018).

A aquicultura intensiva ¢ altamente dependente dos nutrientes de origem externa como
principal fonte alimentar. Uma alimentac¢do inadequada, associada com altas densidades de
estocagem, representam muitas vezes um risco para a qualidade da agua do ambiente de cultivo.
Condigdes inadequadas da qualidade da agua podem resultar em prejuizos ao crescimento,
reproducdo, satde, sobrevivéncia e na qualidade da proteina dos peixes, comprometendo o

1
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desenvolvimento e o sucesso da produgao (Leira et al., 2017). Por essa razdo, para garantir que
0s peixes tenham as condi¢cdes ambientais ideais, o monitoramento da qualidade da agua é
imprescindivel.

Dentre os parametros fisicos ¢ quimicos considerados essenciais na avaliagdo da
qualidade da agua dos tanques de cultivo, a concentragdo de didxido de carbono ([CO2])
dissolvido, geralmente, tende a ser ignorada como um parametro critico para a saude e
desempenho dos peixes. Assim, poucas instalagdes em fazendas aquicolas monitoram
regularmente a [COz] na agua. A alta [CO:] é considerada um fator de restri¢do a producéo de
peixes em sistema de aquicultura, devido as sensibilidades fisiologicas dos peixes ao aumento
desse gas na agua circundante (Hu et al., 2011; Aslam et al., 2019). Portanto, operar uma
piscicultura em condigdes limitantes de qualidade da adgua pode reduzir a lucratividade da
produgdo, pois problemas com os parametros abiotico da agua podem ser letais ou levar a
deteriorac@o da saude dos peixes, reduzindo o seu crescimento e aumentando o risco de infecg@o
(Molleda, 2008).

Outro aspecto preocupante na piscicultura intensiva, envolve o uso crescente de
produtos quimicos, objetivando melhorar as condi¢des da d4gua, bem como controlar vetores de
doencgas. A maioria desses produtos quimicos foram originalmente sintetizados para combater
e/ou controlar pragas na agricultura, enquanto outros foram retirados da engenharia sanitaria,
medicina humana e industria (Boyd & McNevim, 2015). Os efeitos toxicologicos desses
quimicos em sua grande maioria sdo desconhecidos em organismos aquaticos, aumentando o
risco de contaminagdo. Além disso, por ndo serem desenvolvidos especificamente para a
aquicultura, a toxicidade das moléculas quimicas pode ser influenciada por meio da interagdo
com os parametros fisicos e quimicos da agua tornando necessario uma maior compreensao

desta dindmica.
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A aplicacdo de produtos quimicos pode ocorrer em momentos de altas [CO:2] nos
tanques de cultivo de peixes, mas, apesar disso, nossa compreensdo das interagdes entre esses
dois estressores ¢ limitada. Uma vez desconhecido esse efeito sinérgico entre o produto quimico
¢ 0 meio aquoso, € possivel que a intoxicagdo possa ocorrer em dosagens consideradas até entdo
ndo toxicas para os animais. Tal fato associado com o uso repetido e indiscriminado de produtos
quimicos, como aplicagdes em altas concentragdes, pode corroborar para o desenvolvimento de

um quadro de intoxicagdo irreversivel dos peixes no sistema de cultivo (Lopes et al., 2006).

2. Fontes de CO; na aquicultura
2.1 Metabolismo dos peixes

O COa, ¢ encontrado na agua como um gas dissolvido. Suas origens no meio aquatico
sd0: atmosfera, chuva, decomposi¢do organica, respiragdo de organismos ou escoamento de
fertilizantes (Sunda & Cai, 2012). O nivel de CO; da agua dos corpos hidricos naturais sdo
geralmente baixos. Entretanto, em sistema de criagdo intensiva de peixes, o CO, derivado do
metabolismo dos peixes pode ser um fator preponderante para o acumulo desse gas na agua
circundante. Algumas circunstancias podem contribuir para o acimulo do CO; nos tanques de
cultivo, isso inclui altas densidades de peixes, baixas taxas de troca de agua por biomassa de
peixe e alta decomposi¢ao da matéria organica oriunda das sobras de ragdes (Summerfelt et al.,
2000). Estima-se que no periodo noturno, em fun¢do do decréscimo da fotossintese, a
concentragdo de CO2 na agua dos tanques de cultivo pode alcangar valores em torno de 10 — 15
mg/L! (Hargreaves & Bruson, 1996).

Os peixes produzem CO; como resultado normal do metabolismo aerdbico e excretam
esse gas pelas branquias para o ambiente (Good et al., 2010). O transporte de CO- pelo corpo
dos peixes até sua excrecdo tem sido explicado pelo efeito de Bohr ¢ Haldane que vinculam o
transporte de CO; ao Oz, onde a remogdo de CO; dos tecidos aumenta a distribuicdo de O2 ¢ a

descarga de O> facilita a remogdo de CO; dos tecidos (Bohr et al., 1904; Christiansen et al.,
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1914). A partir dessa correlagdo entre consumo de Oz e producdo de CO: a taxa de excregdo de
CO2 nos tanques de cultivo pode ser estimada.

Em condigdo de confinamento, Forsberg (1997) relatou que a taxa de excre¢dao de CO2
em salmao do atlantico (Salmo salar) durante o periodo de jejum foi de 0,9 mg CO» kg! min’,
aumentando para 2,1 mg CO, kg'! min™! apos alimentagio méxima; equivalente a uma taxa de
excrecdo pos-prandial de 17 g CO> MJ! de alimentagdo. Esses resultados, portanto, mostram
que a alimentacdo dos peixes leva a excre¢do de grandes quantidades de CO2 metabodlico para
a agua. Considerando que o adensamento dos tanques resulta numa alta frequéncia de
arragoamento, a [CO3] metabdlico pode aumentar substancialmente nos tanques de cultivo. Os
processos de decomposi¢ado de residuos de racdo, fezes e mortalidade também contribuira ainda

mais para a liberagdo do CO2 no sistema (Skov, 2019).

2.2 Mudancas climaticas e alto CO2 atmosférico: implicagdes sobre a aquicultura

A [COz2] esta entre os componentes de mudangas climaticas que tem atraido atencdo
global devido aos seus efeitos diretos sobre dindmica quimica dos corpos hidricos. Nas ultimas
décadas a [CO»] na atmosfera teve um aumento significativo, passando de 310 ppm em 1950
para 370 ppm nos anos 2000, isso representa um aumento de = 60 ppm de CO» atmosférico no
intervalo de 50 anos (ESRL, 2021). O ESRL registrou em 2020 uma concentra¢do de 411 ppm
de CO, atmosférico, esse resultado quando comparado com o ano 2000, indica um aumento de
= 40 ppm em pouco mais de 20 anos. A tendéncia ¢ que teremos um aumento substancial do
CO; atmosférico projetado para o final deste século, passando de ~400 patm registrados nos
dias atuais para uma faixa de 800 — 1000 patm em 2100 (Ellis et al., 2017).

O aumento do CO; atmosférico acarreta uma variedade de perigos para os ecossistemas
aquaticos e, se essa tendéncia ndo for interrompida, colocara uma pressdo adicional sobre os
corpos hidricos que ira exigir cada vez mais medidas adaptativas para explorar as oportunidades

¢ minimizar os impactos nos sistemas de pesca ¢ aquicultura (Cochrane, et al., 2009; Weiss et
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al., 2018). Em termos de impactos diretos do aumento da [CO2] sobre a aquicultura, os estudos
mostraram que o aumento da pressdo parcial de CO2 acima do nivel atmosférico atual mudaria
a dinamica de alguns parametros quimicos da dgua essenciais para a vida dos peixes (Ishimatsu,
2005; Harley et al., 2006; Ficke et al., 2007; Rijnsdorp et al., 2009; Ou et al., 2015).

Os niveis em que os efeitos do CO2 na agua sdo percebidos como problematicos sdo
diferentes entre as espécies de peixes cultivadas comercialmente. Por exemplo, os niveis
aceitaveis da [CO:] para o salmdo do atlantico (Sal/mo salar) em sistemas de aquicultura,
encontra-se na faixa de 10 a 20 mg.L"! (Fivelstad et al., 1998) sendo o limite seguro de CO»
estabelecido em 15 mg.L! (Fivelstad, 2013). Para juvenis e adultas de douradas (Sparus aurata)
os niveis de CO, seguros nos tanques estd abaixo de 40 mg.L™!' (Blancheton, 2000).
Considerando os valores de 15 mg.L"' como recomendado e 40 mg.L"!' como valor maximo,
isso equivale a um limite superior de CO> variando de > 5.000 a> 30.000 patm, que sdo 12,5 a
75 vezes maiores do que os niveis atmosféricos atuais, respectivamente (Ellis et al., 2017).

Por outro lado, a exposicdo de algumas espécies de peixes da produgdo comercial,
principalmente, nos estagios iniciais do seu ciclo de vida parece estar mais susceptivel aos
efeitos adversos do CO,. Em niveis de exposicdo a uma pressdo atmosférica (PCO;) 1,800
patm, as larvas do bacalhau do atlantico (Gadus morhua), apresentaram redugdes no
crescimento, desenvolvimento e danos teciduais em muitos 6rgdos (Frommel et al., 2012;
2014). Alevinos de linguado (Paralichthys dentatus) apresentaram alteragdes na sobrevivéncia,
crescimento e desenvolvimento nos primeiros estagios de vida quando expostos a PCO; 1,808
patm (Chanbers et al., 2014). E importante ressaltar que os impactos do CO> em peixes
marinhos podem ndo ser diretamente aplicaveis para peixes de agua doce devido as diferengas
nas estratégias osmorregulatoria e de equilibrio acido-base (Heuer & Martin, 2014).

Em ambiente de 4gua doce, os estudos mostram que a elevacdo da concentragdo de CO-

em apenas 1,0 — 2,0 vezes, projetada para o final deste século, pode ser potencialmente
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prejudicial para os peixes. Ou et al. (2015) investigando os efeitos do CO2 em uma PCO; em
1000 e 2000 patm sobre o desenvolvimento iniciais do salméo rosa (Oncorhynchus gorbuscha),
observaram que durante a permanéncia dos peixes na agua doce houve uma redugdo no
crescimento larval, modificacdes nas repostas olfativas e interrup¢do nas repostas anti-
predador. Vossen et al. (2016) verificaram que o zebrafish (Danio rerio) quando foram expostos
em uma PCO> de 1600 patm apresentou mudangas nas repostas de dire¢do de natagfo,
indicando que alguns comportamentos dos peixes expostos ao elevado CO2 podem ser alterados
em decorréncia dessas respostas.

Com o aumento da [CO-] atmosférico, esta previsto que ocorra um aumento na [CO-]
na agua tanto nos oceanos quanto nos ecossistemas de agua doce em todo o mundo (Hannan &
Rummer, 2018). Como a agua doce cobre uma fracdo pequena da area da superficie da terra, os
ecossistemas de agua doce continentais (particularmente lagos, rios e reservatérios) raramente
tém sido considerados como componentes quantitativos potencialmente importantes do ciclo
do carbono em escala global ou regional (Cole, et al., 2007). Todavia, um estudo realizado por
Raymond et al. (2013), descobriram que em mais de 6.700 sistemas de corregos e rios avaliados
em uma escala global, 95 % tinham um nivel médio de PCO, maior do que o nivel atmosférico
atual de ~415 ppm. Dado que os sistemas de agua doce sdo afetados por muitos fatores
ambientais e antropicos diferentes, ainda ¢ dificil correlacionar o aumento do CO; atmosférico
como principal fonte do aumento de CO; nos ambientes de 4gua doce (Lauerwald et al., 2013;

Hannan & Rummer, 2018).

3. Uso de produtos quimicos na aquicultura

O crescimento e expansdo da producdo aquicola tem sido acompanhado por doengas
emergentes que surgiram gerando problemas econdmicos ou ecoldgicos em espécies aquicolas
(Murray & Peeler, 2005). Atualmente, a gama de doengas encontradas na aquicultura intensiva

¢ um dos principais problemas enfrentados pelos aquicultores, pois as enfermidades se
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constituem numa fonte de restricdo primaria ao cultivo de muitas espécies de peixes e uma das
maiores causas de perdas econdmicas na aquicultura (Ahne et al., 1989; Tavares-Dia e Martins,
2017; Raja e Jithendra, 2015).

A medida que a aquicultura se expande e novas espécies sdo cultivadas, as doencas
tendem a continuar surgindo ou se intensificando no ambiente de cultivo, afetando cada vez
mais os meios de producao. Para prevenir as doengas, produtos quimicos, tais como antibioticos
e pesticidas sdo administrados profilaticamente, em momentos de maior risco de enfermidades
e/ou terapeuticamente quando ocorre um surto de doenga no sistema. A escolha do
medicamento depende da eficacia, facilidade de aplicagdo, seguranga humana, seguranga do
animal alvo, incluindo estresse aos peixes, impacto ambiental, aprovacao regulamentar, custos
e implicagdes para a comercializagdo dos peixes (Burka et al., 1997).

A aplicagdo de produtos quimicos, embora tenham multiplos impactos negativos no
ambiente e na saide humana, representa uma alternativa para reduzir as perdas econémicas
associadas a surto de doengas no ambiente de cultivo (Guimaraes et al., 2007; Reveter et al.,
2014). Esses produtos quimicos tornaram-se parte estratégica de gestdo no cultivo de
organismos aquaticos em todo mundo, pois sdo vistos como insumos essenciais para uma
produgdo aquicola bem sucedida e duradoura (Subasinghe et al., 1996; Tonguthai, 1996).

Entre os quimicos administrados na aquicultura intensiva, os organofosforados (OPs)
s30 uma classe de pesticida bastante comum no combate e¢/ou prevencdo de infestacdes
parasitarias em aquicultura comercial (Rodrigues et al., 2001). Seu uso em muitas fazendas
aquicolas tornou-se indispensavel para melhorar a produtividade e evitar perdas econdmicas
por doencas. Atualmente, a classe dos OPs ¢ representada por diferentes compostos quimicos,
dentre esses o triclorfon (TCF) é um composto ativo amplamente difundido no mercado

veterindrio aquicola (Guimaraes et al., 2007; Ducan et al., 2020).
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Na Europa, Asia e Chile o TCF ¢é autorizado para uso na aquicultura, objetivando
controlar parasitas em culturas de salmao e trutas (Lopes et al., 2006). Nos Estados Unidos, o
TCF esta registrado como inseticida sistémico para uso ndo agricola, como em grama de campo
de golfe, gramados domésticos, areas de processamento de alimentos, arbustos, plantas
ornamentais, peixes ornamentais, lagos com iscas e areas residenciais e para tratamento de
formigas colhedoras (EPA, 2001). No Brasil, o TCF ¢ amplamente comercializado para uso no
setor agropecuario como inseticida e vermicidas sendo entdo regulamentado pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA - instru¢@o normativa N° 51/2011). A resolugdo
do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) n° 357, ndo dispdem informagao sobre
a concentragdes do TCF em aguas superficiais brasileiras. Dessa forma, ndo existe uma

regulamentacdo quanto aos limites maximos do TCF nas aguas superficiais brasileiras.

4. Triclorfon

O TCF ¢ um pesticida da classe dos OPs com o nome quimico [O, O-dimetil- (2,2,2-
tricloro-1-hidroxil-butil)-fosfonato], formula quimica C4HsCl30s4, peso molecular 257,4
g.mol ! e solubilidade em 4gua 120,000 mg.L a 20 °C; 15,4 g.100 mI'! a25°C (ANVISA, 2009).
O TCEF foi introduzido no mercado comercial em 1950 para combater pragas em lavouras, em
frutas, insetos florestais e para controlar parasitas em animais (IPCS, 1992). O TCF pode estar
disponivel em um concentrado emulsionavel na forma de p6 solido branco cristalino ou amarelo
com um odor de éter etilico, em formulagdo granular ou em solugdo (IPCS, 1992; Lopes et al.,
2006).

O TCF possui persisténcia curta no ambiente, pois sofre rapida hidrdlise no ar, na dgua
e no solo (Feng, 2007). Conforme o estudo realizado por Lopes et al. (2006), o tempo de meia
vida 50 % do TCF foide 57 h ou 2,5 dias em tanques onde a dgua apresentava um pH na faixa
de 6,3 e temperatura proxima de 20 °C; a dissipagdo de 95 % do TCF foi de 247,6 h ou 10,2

dias para as mesmas condi¢cdes ambientais. Araki et al. (2003) encontraram um tempo de meia-
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vida do TCF na agua de reservatorio experimental menor que 17 dias. Samuelsen (1987)
determinou o tempo de meia vida do TCF variando entre 1,2 e 5,3 dias em agua salina com alta
¢ baixa aeracdo, pH 7,7 — 8,0 e temperatura 4,5 — 13,5 °C. Em pH > 8 ¢ temperatura de 35,5 °C
este produto € 100 % hidrolisado em 24 h para produtos menos toxicos como hidrogenofosfato
de dimetila, dicloroacetaldeido e glioxal (IPCS, 1992). Tais resultados demostram que a meia
vida do produto ¢é diretamente influenciada por fatores como pH e temperatura da agua, devendo
influenciar ainda na sua toxicidade.

O TCF ¢é um inseticida seletivo frequentemente usado em tratamentos quimioterapicos
de infestagdes parasitarias em peixes, tais como: Argulus sp., Ergasilus sp., Lernea sp.,
Trichodina sp., Dactylogyrus sp., Gyrodactylus sp. e trematddeos como Piscicola e outros
(Coelho et al., 2011; Venturine et al., 2014). O TCF est4 presente como principio ativo em
diferentes marcas comerciais vendida no mercado agropecudrio brasileiro. Todavia, o
Masoten® ¢ o unico pesticida que contém o TCF como principio ativo, liberado para tratamento
quimioterapico em peixes. Entretanto, o principio ativo do TCF também pode ser encontrado
em outras marcas comerciais como Neguvon®, Triclorvet® e Triclorsil®. Esses produtos sdao
indicados para o controle de parasitas em animais terrestres e, portanto, nao estao liberados para
uso na aquicultura. Embora sejam restritos apenas para uso em animais terrestres, ¢ sabido que
produtores comumente utilizam esses produtos em tratamentos terapéuticos nos tanques de
cultivo, pois eles apresentam um prego comercial inferior ao do Masoten®.

Normalmente, o produtor realiza o tratamento quimico com Masoten® em peixes
parasitados seguindo a ficha técnica disponivel no produto comercial. Para o tratamento de
ectoparasitas com o TCF, a terapia de imersao ¢ a mais recomendada. Geralmente, a aplicagéo
ocorre por meio de banho de imersdo de 1 a 2 horas de duragdo, o nimero de aplicagdo varia
entre 2 a 4 vezes no intervalo de 48 h conforme o grau de infestagdo parasitaria ¢ a espécie de

peixe. A dosagem de aplicagio do TCF pode variar de 0,1 a 1,0 mg.L! (Xu et al., 2012). Antes
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da aplicacdo desse produto quimico, recomenda-se realizar um ensaio com alguns exemplares
em fungdo da susceptibilidade das espécies e do quadro clinico apresentado pelos peixes. Para
a aplicacdo nos tanques, sugere-se que o volume da agua dos tanques seja reduzido e,
consequentemente, a quantidade de medicamento necessaria obedega a descricdo da ficha

técnica.

5. Toxicidade aguda do triclorfon nos peixes

O TCEF ¢ classificado toxicologicamente como classe II (altamente toxico) (IPCS, 1992;
ANVISA, 2009). Varios autores trataram da toxicidade aguda CLso do TCF para diversas
espécies de peixes. A CLso do Pestanal® para zebrafish (Danio rerio) foi estimada em 28,8
mg.L"! (Coelho et al.,, 2011); para tambaqui (Colossoma macropomum) a CLsy 96 h do
Masoten® foi estimada em 0,84 mg.L! (Duncan et al., 2019); para enguia (Anguila aguila) a
CLso 96 h do TCF foi estimada em 3,38 mg.L"!' (Ferrando et al., 1991); para o ciclideo maia
(Cichlasoma urophthalmus) a CLso em 24, 48, 72 h do Dipterex® foi estimada em 26,5, 23,7 ¢
17,2 mg.L"!, respectivamente (Flores-Navas & Vizcarra-Quiroz, 1988).

A concentragdo letal avaliada do TCF em 96 h para pacu prata (Piaractus
branchypomus) foi estimada em 0,18 mg.L"! (Méndez et al., 2014), para a tilapia do Nilo a CLso
96 h do TCF (> 97% de pureza) foi estimada em 21,7 mg.L"' (Alkahem et al., 1998), para
guppies (Poecilia reticulata) a CLso 96 h do Neguvon® foi estimada em 11 mg.L! (Heo &
Shin, 2009), para pacu (Piaractus mesopotamicus) a CLsp em 96 h do TCF (Sigma®) foi
estimada em 0,19 mg.L"! (Mataqueiro et al., 2009) e para os pacus expostos a0 Masoten® a
CLso foi estimada em 84 pg mg.L™! (Venturine et al., 2014); para tuvira (Gymnotus carapo) a

CLso em 96 h do Masoten® foi estimada em 6,38 mg.L! (Ferri et al., 2020).
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6. O uso de biomarcadores na avaliacao de condicoes estressantes

O termo "biomarcador" € usado em um sentido amplo para incluir medigdes que reflitam
uma interagdo entre um sistema bioldgico ¢ um agente ambiental, que pode ser quimico, fisico
ou bioldgico (WHO, 1993). E preciso selecionar os biomarcadores adequado para cada
condi¢do permitindo um diagnostico mais preciso.

De acordo com o NRC (1987), WHO (1993), os biomarcadores podem ser subdivididos

em trés classes:

o biomarcador de exposicido: que avaliam a presenga, em amostras biologicas,
de uma substancia exdgena ou seu metabdlito ou o produto de uma interagdo
entre um agente xenobidtico e alguma molécula ou célula alvo que ¢ medido em
um compartimento dentro de um organismo;

o biomarcador de efeito: que indica alteragdes bioquimicas, fisiologicas,
alteragdo comportamental ou outra mudanga dentro de um organismo que,
dependendo da magnitude, pode ser reconhecido como associado a um
comprometimento de satde estabelecido ou possivel doenca;

e biomarcador de suscetibilidade: que servem como indicador de uma inerente
ou habilidade adquirida de um organismo para responder ao desafio de

exposicdo a uma substancia xenobiotica especifica.

Na aquicultura, os biomarcadores de efeito t€ém sido bastante utilizados para estabelecer
arelacdo entre o peixe e um agente quimico, bem como identificar a partir dessa interagdo danos
subletais prejudiciais para a satide. Uma das vantagens de utilizar estes biomarcadores reside
na capacidade de detectar alteracdes fisiologicas e metabdlicas de maneira precoce antes do
desenvolvimento de determinadas doengas, isso ajuda a aplicacdo de agdes preventivas mais

eficiente.
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6.1 Biomarcadores de efeito a0 TCF em peixes

a) Parametros Hematologicos

A hematologia ¢ uma ferramenta que tem sido utilizada para monitorar o estado de satude
dos peixes em resposta as mudangas relacionadas a nutrigdo, qualidade da agua e doengas
(Fazio, 2019). Além disso, os pardmetros hematologicos podem fornecer informagdes sobre as
mudangas fisiologicas, patologicas, perturbagcdes metabdlicas e bioquimicas no corpo dos
peixes, agindo assim como biomarcadores ndo especificos no campo da toxicologia ambiental
em sistemas de aquicultura (Ahmed et al., 2020).

Indices hematologicos sdo usados para avaliar o estado funcional do tecido sanguineo,
bem como altera¢des fisiopatologicas aguda ou cronica dos peixes. A avaliacdo dos parametros
hematoldgicos mensurados inclui a determinagdo de contagem total de eritrocitos (RBC),
hematodcrito (Hct), concentragdo de hemoglobina (Hb), indices hematimétricos — volume
corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentragdo média de
hemoglobina corpuscular (CHCM), contagem das células dos leucdcitos total e contagem de
trombdcitos total (Campbell, 2015; Tavarez-Dias & Mariano, 2015). Glicose, cortisol, lisozima
e 0 burst oxidativo também tém sido utilizados como uma ferramenta para avaliar o estado de
saude dos peixes.

Os peixes vivem em interacdo direta com o ambiente aquatico e sdo, portanto, muito
sensiveis a presenca de xenobiodticos na dgua. No ambiente de aquicultura intensiva, os peixes
estdo em constate contato com diferentes substancias quimicas utilizadas para melhorar a
qualidade ¢ a eficiéncia do sistema de cultivo. Os pesticidas da classe dos OPs formam a
categoria de poluentes de ampla ocorréncia nesses ambientes. Embora os OPs sejam
considerados moderadamente toxicos para os peixes, a eficacia no combate de ectoparasitas ¢

outros microrganismos patogénicos justificam seu amplo uso em tratamentos quimioterapicos.
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Pesquisadores tém relatado que os OPs promovem varias alteracdes substanciais nos
parametros sanguineos de diversas espécies de peixes. O TCF, por exemplo, tem causado
alteragOes nos parametros hematologicos dos peixes mesmo em concentragcdes subletais. Na
literatura, estudos confirmam tais modificagdes, por exemplo, Tavarez-Dias et al. (1999)
observaram uma reducio no numero de RBC e Hb em pacus tratados com 0,4 mg.L"! de
Triclorfon®. Whoo et al. (2018) ao expor a carpa comum (Cyprinus carpio) ao Metrifonato®
em diferentes concentragdes (0,5; 1,0; 2,0; e 4,0 mg.L!) verificaram redugdo nos valores de
RBC, Hct e Hb. Venturine et al. (2014) estudando os efeitos da concentragdo 8 pg.L! do
Masoten® para mesma espécie, observaram uma reducdo no nivel de Hb. Essas reducdes
descritas em peixes quando submetidos ao tratamento do TCF indicam um quadro inicial de
anemia, e pode ser associada com o aumento na taxa de destruicdo de eritrocitos nos tecidos
hematopoiético e disfun¢do osmorregulatoria (Banaei et al., 2008).

Alteragdes nos parametros imunolégicos também foram registradas apos a exposicao
dos peixes ao TCF. Cardoso et al. (2020), analisando o efeito da concentragdo 0,5 mg.L! do
Masoten® em tildpia do Nilo, observaram um aumento na contagem dos leucocitos e
tromboticos total, na porcentagem de mondcitos, na atividade da lisozima e no burst oxidativo
e reducdo na porcentagem de linfocito. Os autores associaram essa resposta com as perturbagdes
da homeostase dos peixes causadas pelo estresse quimico em outros 6rgdos. Chandrasekara e
Pathiratne (2005) reportaram que carpas comuns expostas ao Dipterx® nas concentragdes 0,25
e 0,5 mg.L! exibiram quadros clinicos de leucopenia e linfocitopenia. A supressdo do sistema
imunologico neste caso representa maior susceptibilidade dos peixes a doengas, pois as células
leucocitarias detectam uma ampla variedade de agentes infeciosos como virus, bactérias ¢
parasitas, protegendo os peixes contra as doengas oriundas desses patogenos, além de distinguir

esses agentes patogénicos das células e tecido saudavel do proprio animal (Magnadottir, 2010).

13



705

706

707

708

709

710

711

712

713

714

715

716

717

718

719

720

721

722

723

724

725

726

727

728

729

A medicao do cortisol e glicose plasmatica tem sido uma excelente ferramenta utilizada
para avaliar os efeitos agudos de um determinado estressor em peixes (Aerts et al., 2015; Whoo
et al., 2018; Sadoul & Geffroy, 2019). De forma consistente, os dados disponiveis na literatura
suportam que os niveis de cortisol e glicose no plasma em peixes indicam efeitos toxicos de
certos estressores (Aerts et al., 2015; Sadoul & Geffroy 2019). Niveis aumentados de cortisol
no sangue sdo considerados uma resposta primaria de estresse quimico ou ambiental em peixes
(Barton e Iwama 1991; Wendelaar Bonga 1997; Ray & Sinha 2014).

Quando os peixes sdo submetidos a condi¢des de estresse, uma sequéncia combinada de
mobilizacdo de energia adaptativa pode ser observada (Balasch & Tort 2019). O modelo
proposto € que o cortisol regula positivamente as vias envolvidas na mobilizagdo de substratos
energéticos, incluindo a gliconeogénese, enquanto regula as vias que requerem energia para
lidar com o estresse (Faught et al., 2016). Assim, a hiperglicemia observada apds a exposi¢ao
a xenobidticos parece benéfica, pois fornece a energia necessaria para metabolizar e eliminar o

composto toxico (Ahmad, 2011).

b) Acetilcolinesterase (AChE)

O TCF, assim como outros organofosforados, ¢ um potente inibidor da
acetilcolinesterase (Who, 1992). O mecanismo de inibicdo da AChE ¢ promovido através da
fosforilagdo do sitio ativo da enzima, inibindo a sua capacidade de hidrolisar o neurotransmissor
acetilcolina (ACh) (Futuko, 1990). O bloqueio da atividade da AChE no sistema nervoso causa
o acumulo de acetilcolina na fenda sinaptica, gerando estimulagdo continua na membrana pos-
sinaptica, processo que pode levar a estimulacdo continua das fibras musculares (Araujo &
Gonsalves, 2016). Se o OPs permanecer ligado a AChE dentro de 24 a 48 horas, cle se liga
irreversivelmente a enzima, tornando-a permanentemente inativada; este processo ¢ chamado

de “envelhecimento” (Braitberg, 2019).
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Os OPs apresentam uma ampla gama de efeitos toxicos em vertebrados e artropodes-
alvo ap0s a inibigdo da AChE (McKenzie et al., 2017). O bloqueio da atividade da AChE com
o acumulo subsequente de ACh na terminacdo nervosa, provoca uma superestimulacdo dos
receptores muscarinicos (mAChR) e nicotinicos (nAChR) nas fendas sinapticas das jungdes
neuromusculares, resultando em excitotoxicidade, convulsdes e espasmos (Hung et al., 2015).
Além disso, foi sugerido que os OPs podem afetar diferentes partes do corpo do animal por
meio de receptores colinérgicos extraneuronais presente em células do sistema imune, hemacias
e figado (Diaz-Resendiz et al., 2015).

Em ambiente de aquicultura, os peixes estdo sujeitos a exposi¢do ao TCF ou outros OPs
através da sua administragdo em programa de tratamento sanitario. O pesticida quando presente
na agua pode ser absorvido pelos peixes por trés vias (i) dermicamente, absor¢do direta através
da pele; (i) pela respirag@o, absorvendo diretamente os pesticidas pelas branquias; e (iii) por
via oral, por meio da ingestao de 4gua ou se alimentando de ragdo suplementada com o pesticida
(Mathur & Singh, 2006). Quando o TCF alcanga o sistema circulatorio dos peixes, promove a
ruptura da barreira hematoencefélica em poucas horas de exposi¢do, este rompimento permite
a passagem descontrolada do pesticida a partir do tecido sanguineo para o sistema nervoso
central (Baldissera et al., 2019). Tal fato, pode explicar as manifestacdes dos efeitos
neurotdxicos do TCF nos peixes em um curto periodo de exposigao.

A acdo inibitoria do TCF sobre a atividade da AChE ¢ uma resposta evidenciada para
diferentes espécies de peixes. Chandrasekara & Pathiratne (2005), que submeteram a carpa
comum a 0,25 e 0,5 mg.L"! de Dipterex®, registraram uma redug¢io na atividade da AChE no
cérebro apos 24 h de exposi¢do. Guimaraes et al. (2007), que expuseram a tilapia do Nilo a 0,25
mg.L! de TCF (Bayer®), observaram uma redu¢do na atividade da AChE no miisculo no
periodo de 8, 24, 48 e 96 horas de exposicdo. Lu et al. (2018) observaram redugdo da atividade

da AChE em carpa prussiana (Carassius auratus gibelio) no plasma e figado apds 24 h de
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exposi¢do ao TCF (> 90% puro) nas concentragdes 0,5, 1,0 e 2,0 g.kg'. Duncan et al. (2019),
registraram observaram uma redu¢do da atividade da AChE no cérebro, musculo, intestino e
figado do tambaqui apos 24, 48 ¢ 96 h de exposicdo ao Masoten® nas concentragdes 0,26 e
0,46 mg.L! Baldissera et al. (2019), que expuseram o jundia (Rhamdia quelen) a 11 ¢ 22 mg.L"
! de Masoten®, reportaram redugio na atividade da AChE no cérebro no periodo de 24 ¢ 48 h
de exposicdo. Venturini et al. (2015), verificaram uma redu¢do na atividade da AChE no
cérebro e musculo do pacu apés 96 h ao Masoten® na concentracdo 8 pg.L!'. Cardoso et al.
(2020), que expdsuram a tilapia do Nilo a 0,5 mg.L"! de Masoten®, registraram uma reduc?o

na atividade da AChE no musculo e figado apds 96 h de exposigao.

¢) Metabolismo oxidativo

O oxigénio molecular (O2) € um composto necessario para todos os organismos
aerobicos, uma vez que este elemento ¢ essencial para a produgdo de energia (Biller &
Takahashi, 2018). No entanto, o O; é considerado um radical livre potente porque contém dois
elétrons desacoplados em seus orbitais e pode, portanto, sofrer reducdo, produzindo metabolitos
de oxigénio diferentes, que sdo chamados de espécies reativas de oxigénio (ERO) (Poljsak &
Fink, 2014).

O organismo durante o seu metabolismo normal produz EROs como subprodutos, tais
como o anion superoxido (O¢’), peroxido de hidrogénio (H20,) e radical hidroxila [OH]
(Kuruta, 2015). Em algumas situacdes a producdo excessiva de EROs pode promover o
desequilibrio entre a producdo oxidante ¢ sua remog¢do por meio do sistema antioxidante,
gerando uma perturbagdo no equilibrio redox celular conhecido como “estresse oxidativo” (EO)
(Nita & Grzybowski, 2016). O EO tem sido associado a uma ampla variedade de doengas em
fungdo das injurias causadas em células, tecidos, 6rgdos, mediante aos danos estruturais sobre

as moléculas de lipidios, proteinas e DNA e outras biomoléculas (Abdalla, 2001).

16



780

781

782

783

784

785

786

787

788

789

790

791

792

793

794

795

796

797

798

799

800

801

802

803

804

A peroxidagao lipidica (LPO) ¢ um dos principais processos induzidos pelo EO (Orug
& Usta, 2006). O EO pode ser descrito como um processo sob o qual oxidantes, como o0s
radicais livres, atacam as membranas celulares, lipoproteinas e outras moléculas que contém
lipidios (Ayala et al., 2014; Fuch et al., 2014). Geralmente, a peroxidagdo lipidica ocorre
quando um radical hidroxila [OH] abstrai um elétron de um acido graxo insaturado, isso cria
um radical lipidico instavel, que pode reagir com o oxigénio, formando um radical peroxil
[RO2°] de acido graxo ou pode reagir com outros acidos graxos insaturados para formar
hidroperéxido de acido graxo, um novo radical lipidico (Jancic & Stocic, 2014).

Na condigdo de peroxidacdo lipidica média ou alta (condigdes toxicas), as células
estimulam sua manutengdo e sobrevivéncia por meio da defesa de antioxidantes, como uma
resposta adaptativa ao estresse (Ayala et al., 2014). No sistema antioxidante, tanto a catalase
(CAT) quanto a glutationa-S-transferase (GST) sdo enzimas essenciais para manter baixas
concentragdes de EROs. A CAT é uma enzima presente na primeira linha de defesa das células,
atuando para manter a baixa concentracao de peroxido de hidrogénio, em uma reacdo de oxi-
redugdo onde H>O; é decomposto em O ¢ H>O durante o estresse oxidativo (Coelho et al.,
2011). A GST ¢ uma enzima que conjuga a glutationa reduzida (GSH) com uma variedade de
compostos quimicos na fase II do sistema de desintoxicacdo, tornando esses produtos menos
toxicos e mais soliiveis em agua, facilitando a excrecdo (Wheatley et al., 1994; Rao, 2006;
Huber et al., 2008).

Na literatura os estudos mostram que a atividade da CAT e GST tem sido afetada
durante o periodo de exposi¢do dos peixes ao TCF. Isso pode ser observado pelo aumento ou
deplecdo dessas enzimas. Segundo Oru¢ & Usta (2006), a atividade antioxidante pode ser
aumentada ou inibida sob estresse quimico dependendo da intensidade e da duragdo do estresse
aplicado, bem como da suscetibilidade das espécies expostas. Thomas et al. (2009) observaram

que a exposicdo da tilipia do Nilo a0 Neguvon® na concentragio 0,5 mg.L™!, resultou em
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estresse oxidativo no coragdo, verificado principalmente pela deplecdo da GST e elevagdo do
hidroperdxido. O estudo também revelou que o aumento da atividade de enzimas antioxidantes
foram o suficiente para remover os EROs na branquia e figado, evitando o aumento da
peroxidacdo de lipidio nesses tecidos. Xu et al. (2012) demonstraram que a exposigdo da carpa
prussiana ao TCF (> 90% de pureza) na concentragdo 2 e 4 mg.L"!, causou redugdo das enzimas
na superperoxido dismutase (SOD) e CAT plasmatico e levou ao aumento da LPO seguido de

apoptose dos hepatocitos.

6.2 Biomarcadores de efeito a altas [CO:]

O actimulo de CO2 em um sistema de criagdo de peixes ¢ conhecido por prejudicar a
saude, o bem-estar e o desempenho dos peixes (Aslam et al., 2019). Tal fato, tem preocupado
a cadeia produtiva de pescado nos ultimos anos. Por essa razdo, houve um aumento dos estudos
que buscam entender os efeitos do elevado [CO-] na 4gua sobre a biologia dos peixes que sdo
produzidos comercialmente.

Na literatura, de forma contundente, os estudos mostram que o aumento da [CO-] na
agua no ambiente de aquicultura pode afetar de diferentes maneiras, principalmente de forma
negativa, a saide dos peixes. (Fivelstad et al., 1998; 2003; 2007, 2013, Petochi et al., 2011;
Good etal., 2010;2018; Kaya et al., 2016). Por exemplo, o aumento de CO2 na dgua circundante
pode reduzir a taxa na qual o CO2 do proprio metabolismo dos peixes ¢ liberado do sangue
através das branquias, isso resulta em uma queda no pH do sangue, condi¢do fisioldgica
conhecida como acidose (Goss et al., 1994; Portner et al., 2004; Ishimatsu et al., 2005). Para
peixes em sistema intensivo, os problemas com transporte reduzido de oxigénio para os tecidos
devido aos efeitos Bohr sdo geralmente causados pela acidose resultante de altas concentragdes
de CO2no sangue (Wedemeyer, 1996).

Existem alguns estudos que investigaram o alto teor do CO; sobre os parametros

sanguineos dos peixes em condi¢des de cultivo. Por exemplo, Kaya et al. (2016) estudando os
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efeitos do aumento do COz em tilapia mogambica (Oreochromis mossambicus) verificaram uma
redugdo nos valores do pH do sangue, RBC e aumento da Hb, MCH e CHCM ap6s a exposicao
dos peixes ao ambiente com 14 mg.L!' de CO> na agua. Fivelstad et al. (2007) observaram uma
redugdo nos valores Het, MCV, e aumento no MCHC do salméo do atlantico expostos a alto
teor de CO> (> 30 mg.L!) na 4gua. Conforme os niveis de CO, no ambiente aumentam a
concentracdo desse gas no sangue também tende a aumentar, consequentemente, a capacidade
de transporte de oxigénio da hemoglobina comega a diminuir devido ao efeito Bohr
(Wedemeyer, 1996), o que pode levar a mudangas no conteudo de hematocrito e hemoglobina
das hemacias (Hayashi et al., 2004). Para superar condigdes de baixo teor de O» no sangue pela
deficiéncia no sistema hematologico, o CHCM em peixes ¢ uma das respostas hematoldgicas
que geralmente aumenta (Rauf & Arain 2013). Portanto, o aumento desse pardmetro em peixes
expostos ao alto teor de CO2 na dgua, pode ser visto como um ajuste fisiologico para manter a
distribuicdo normal de Oz no corpo do animal.

A exposicao a alto teor de CO; na agua pode ser estressante para os peixes. Isto pode
ser visto a partir do aumento do cortisol e glicose no sangue. Fivelstad et al. (1999), reportaram
que apos o 3° dia de exposi¢do do salmio do atlintico em dgua com 32 mg.L™! de CO» houve
um aumento do cortisol plasmatico. Petochi et al (2011), estudando os efeitos do elevado nivel
de CO; sobre a fisiologia do robalo europeu (Dicentrarchus labrax), observaram um aumento
do cortisol e glicose circulante apos 45 dias de exposicdo dos peixes a 16,9 mg.L™! de CO, na
agua. Portanto, a exposi¢do dos peixes a altas [CO:], sugere uma condigdo de estresse € o
aumento da glicose pode ser visto como uma via de manuten¢do da homeostase dos tecidos
periféricos.

Niveis mais altos de cortisol parecem afetar o sistema imunologico dos peixes. O
estresse, por meio da acdo do cortisol, pode reduzir o numero de linfocitos e a capacidade de

producdo de anticorpos dos peixes (Barton & Iwama, 1991). A disfungdo imunologica ¢
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aparentemente um efeito colateral da hipercortisolemia normal que ocorre durante a resposta
fisiologica ao estresse (Wedemeyer, 1996). Portanto, o aumento do cortisol pode ser uma das
vias de explicagdes da supressdo do sistema imune dos peixes em ambientes com alta [COz].
Estudos que avaliam os impactos do ambiente com elevada [CO-] sobre o sistema imunoldgico
dos peixes sdo poucos ou inexistentes na literatura. Sendo assim, para melhor elucidar essa
resposta sobre 0s peixes mais estudos sao necessarios.

Alteragdes no biomarcador oxidativo como HP ¢ atividades da SOD, GSH-Px ¢ CAT
também foram observadas na exposi¢do de peixes em condigdes de alta [CO2] na agua. A
exposicdo do pacu a alta [CO;] levou ao aumento da formagdo hidroperdxido e redugdo na
atividade da GSH-Px e da CAT no musculo branco (Sampaio et al., 2012). Almroth et al.
(2019), verificaram que uma PCO: (de 1000 patm) promoveu um aumento do estresse oxidativo
nos juvenis de halabote do atlantico (Hippoglossus hippoglossus), o que resultou no aumento
da CAT e na redugdo na atividade da SOD, GST e¢ GPx no figado. Pimentel et al. (2015)
observaram que houve um aumento na atividade da CAT e GST das larvas de linguado (Solea

senegalensis) expostas a PCO; (~1600 patm) e temperatura de 22 °C.

7. Consideracao da espécie em estudo, tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

A tilapia do Nilo é uma espécie de peixe da familia ciclidae, nativa da Africa, Israel e
Jordania (Abdel-Fattahm e El-Sayed, 2006). No cenario da produgdo aquicola mundial a tilapia
do Nilo ¢ uma das principais espécies cultivadas e sua producdo esta difundida em todos os
continentes, totalizando 135 paises (FAO, 2014).

A tilapia tem uma grande representatividade na aquicultura mundial. Tendo em vista a
crescente comercializag@o e crescimento continuo da industria da tilapia, essa espécie tem um
potencial para liderar o ranking da produgdo de pescado e, assim, se tornar, ao lado da carpa, a
espécie mais importante da aquicultura mundial do século XXI (Shelton, 2002; Thodesen et al.,

2011). No ano de 2018 a producdo da tilapia do Nilo atingiu 4,5 milhdes de toneladas,
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representando quase o dobro da producdo registrada no ano de 2010 que foi de 2,5 milhodes de
toneladas. Isto representa 8,3 % da producéo total da atividade aquicola, atras apenas do grupo
de carpas (FAO, 2020).

O sucesso alcancado pela tilapia do Nilo na aquicultura mundial estd inteiramente
associado com a facilidade de produzir essa espécie em sistema de confinamento ¢ também
com as qualidades biologicas que se sobressaem aos demais grupos de peixes cultivados. Entre
as vantagens encontradas se destacam: caracteristicas fisiologicas, biologia reprodutiva,
plasticidade genética, facil domesticagdo, além de apresentar grande facilidade de adaptagéo
em diversas condi¢des de cultivos, aceitagdo de uma ampla variedade de alimentos, alta
produtividade, crescimento rapido e rusticidade que estd associada a resisténcia a doencas,
tolerancia ao cultivo em altas densidades em ambientes hostis e estressantes (Meurer et al.,
2000; Scorvo filho et al., 2010; Fitzmmons, 2012).

A introducao dessa espécie de peixes no territorio nacional foi na década de 70 por meio
do programa pelo DNOCS (Departamento Nacional de Obras Contra as Secas), para a producao
de alevinos em reservatorios publicos da regido Nordeste (Ribeiro et al., 2010). Neste mesmo
periodo o estado de Sdo Paulo e Minas Gerais, também produziram quantidades significativas
de alevinos para o povoamento de reservatorios das companhias hidrelétricas (Junior & Junior,
2008). Em meados da década de 1990 a produgdo de tilapia no territdrio nacional avangou
significativamente, posicionando o Brasil entre os maiores produtores de tilapia do mundo
(Schulter & Filho, 2001).

A tilapia lidera amplamente o ranking entre as espécies de peixes cultivadas na
piscicultura brasileira. A espécie apresentou aumentos consecutivos na produgdo desde a
introdugdo da aquicultura na pesquisa da produgdo agropecudria, em 2013 (IBGE, 2018). A
produgdo dessa espécie no ano de 2018 foi de 60,0 %, isso representa um aumento de 16,9 %

da producdo dessa espécie de peixes comparado com 43,1 %, em 2013 (IBGE, 2013, 2016).
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Em 2019, a producao houve um aumento de 3,5%, em termos quantitativos a produgdo foi de
obtidas 323,7 mil toneladas (IBGE, 2019). O cenério futuro para a produgao dessa espécie no
pais ¢é de crescimento continuo, pois conforme a FAO (2016) o Brasil apresentara um aumento
consideravel em sua produgdo aquicola até 2025 o que de certa forma inclui o aumento do

cultivo da tilapia no territorio brasileiro.

8. Justificativa

Na aquicultura intensiva, o uso de quimicos para o manejo da saide dos peixes tornou-
se uma ferramenta necessaria para o sucesso da produg@o. Tecnicamente, as substincias
quimicas em sua grande maioria, apresentam um certo risco para a saude dos animais,
principalmente, quando eles ja enfrentam problemas associados a qualidade do ambiente.
Assim, a principal preocupagdo da aquicultura atual ¢ se alguns dos produtos quimicos
utilizados em tratamentos quimioterapicos podem interagir com as condigdes fisicas e quimicas
da 4gua, de modo que, em conjunto, exercam um efeito sinérgico potencializando seus efeitos
deletérios para os peixes.

Uma questdo importante para ser abordada em estudos dessa natureza ¢ a possibilidade
de ambos os estressores agirem simultaneamente nos mesmos pontos toxicoldgicos (receptor
ou sitio de agdo celular) no organismo dos peixes, desencadeando um risco modificado de
exposicdo ndao observado na exposi¢do isolada dos produtos. Nesse contexto, o uso de
marcadores hematologicos, metabdlicos e bioquimicos possibilitam uma maior compreensao
dos mecanismos de agdo desses estressores sobre o bem-estar dos peixes, a fim de melhor

gerenciar o uso racional dos quimicos na aquicultura.
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9. Objetivos

Estudar a acdo do TCF e da alta [COz] de forma isolada e associada nos biomarcadores

oxidativos, metabolicos ¢ hematologicos da tilapia do Nilo.

9.1 Hipoteses testadas:

Hipoétese 1: A exposicdo as concentragdes de 0,5 mg de TCF altera os biomarcadores,

metabolicos, hematoldgicos e imunoldgico de juvenis de tilapia do Nilo?

Hipotese 2: A exposi¢do a hipercarbia PCO; 7,5 mm Hg altera os biomarcadores,

metabolicos, hematoldgicos de juvenis de tilapia do Nilo?

Hipoétese 3: Existe interagdo entre os niveis de TCF e hipercarbia nos biomarcadores,

metabolicos, hematoldgicos de juvenis de tilapia do Nilo?

b)

Uso dos biomarcadores de efeito decorrente da exposi¢do ao estressor:

Respostas hematologicas, mesurando os pardmetros hematologicos de eritrocitos (RBC)
¢ indices hematimétricos de hemoglobina (Hb), hematocrito (Ht) e concentragdo de
hemoglobina corpuscular média (MCHC);

Respostas imunologicas, contando o nimero de células de leucocitos e trombocitos;
mensurando os valores do burst oxidativo e a atividade da lisozima;

Metabolismo intermedidrio, determinando o cortisol e glicose plasmatica;
Metabolismo oxidativo, avaliando a concentra¢gdes de lipoperoxidacdo lipidica e as
atividades da CAT e GST no figado.

Atividade do sistema colinérgico, mensurando a atividade da acetilcolinesterase

(AChE) no figado e musculo.
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Resumo

Triclorfon [TCF] ¢ um composto organofosforado usado para eliminar ou controlar uma
variedade de parasitas em peixes de cultivo. As respostas fisioldgicas e bioquimicas de juvenis
de tilapia do Nilo foram estudadas apds 96 horas de exposi¢do ao TCF. O experimento foi
conduzido aleatoriamente com dois tratamentos: controle ¢ TCF (0,5 mg L). Nenhuma
mortalidade ou mudangas no perfil hematoldgico foram registrados para os peixes. Por outro
lado, descobriu-se que a exposi¢do ao TCF causou mudangas comportamentais, metabolicas e
hormonais que modificaram os padrdes de resposta do sistema de defesa imune e enzimatico
nos tecidos muscular e hepatico dos peixes. O aumento do cortisol plasmatico ¢ da glicose,
associados com a reducdo da atividade da acetilcolinesterase no musculo e no tecido hepatico,
indica estresse quimico. Em resposta a esta situagdo prejudicial, observou-se mudangas no
sistema imunoldgico que levou a um aumento do niimero de leucocitos, trombdcitos, atividade
respiratoria de mondcitos e lisozima. Além disso, associou-se o aumento da atividade da
glutationa-S-transferase no tecido hepatico como uma estratégia usada pelos peixes para
combater os efeitos do TCF. Por isso, concluiu-se que o TCF afeta os pardmetros fisiologicos
da tilapia do Nilo, o que pode gerar efeitos irreversiveis em situagdes de recuperagdo do quadro
clinico. Tal fato evidencia a necessidade de busca por novos compostos os quais poderiam

substituir o TCF e que tenham nenhum ou poucos efeitos adversos nas espécies de peixes.

Palavras-chave: Aquicultura. Toxicologia. Biomarcadores de efeito. Triclorfon
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Abstract

Trichlorfon [TCF] is an organophosphate compound used to eliminate or control a variety of
parasites in farmed fish. The physiological and biochemical responses of juvenile Nile tilapia
were studied after 96 hours of exposure to TCF. The experiment was conducted randomly with
two treatments: control and TCF (0.5 mg L-1). No mortality or changes in hematological profile
were recorded for the fish. On the other hand, we found that TCF exposure caused behavioral,
metabolic and hormonal changes that modified the response patterns of the immune and
enzymatic defense system in muscle and liver tissues. Increased plasma cortisol and glucose
combined with the reduction of acetylcholinesterase activity in muscle and liver tissue after 96-
h of TCF exposure indicates chemical stress. In response to this harmful situation, we observed
changes in the immune system that lead to an increased number of leukocytes, thrombocytes,
monocytes, lysozyme and leukocyte respiratory burst activity. Furthermore, we associate the
increased activity of glutathione-S-transferase in liver tissue as a strategy fish use to combat the
effects of TCF. Thus, we conclude that TCF affects the physiologic parameters of Nile tilapia,
which can generate irreversible situations of recovery of the clinical condition. Such fact
highlights the need to search for new compounds that could replace TCF, that have no or few

adverse effects on fish species.

Keywords: Aquaculture, toxicology, chemotherapy, trichlorfon
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1. Introducio

Para a aquicultura, os produtos quimicos tornaram-se estratégicos para o manejo de peixes
e sdo considerados um fator importante para o sucesso dessa atividade (Faruk et al. 2010), pois
auxiliam na redugdo de perdas econdmicas associados a surtos de doengas (Guimaraes et al.
2007; Sinha et al. 2010; Reverter et al. 2014). Contudo, o uso inadequado de produtos quimicos
em pisciculturas pode afetar negativamente os peixes ao diminuir sua imunidade e
produtividade, além de impactar negativamente o meio ambiente, a economia e indiretamente
afetar a saide humana.

Triclorfon [TCF] é um composto organofosforado usado para eliminar ou controlar uma
variedade de parasitas que sdo encontrados em espécies de peixes de viveiro como, por
exemplo, Lernae sp. Argulus sp. Ergasilus sp. Lernea sp. Dactylogyrus sp. e Trichodina sp.
(Heo e Shin 2009; Burridge et al. 2010; Coelho et al. 2011). Em fazendas de peixes, o TCF ¢
geralmente usado em banhos de imersdo em concentragdes de 0,1 a 0,5 mg L' para tratar
infestagdes parasitarias (Pavanelli et al. 2002; Chandrasekara & Pathiratne 2005; Hispano et al.
2013). Para tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), a empresa que fabrica este pesticida
recomenda que seja usado 0,5 mg.L! para tratar diferentes parasitas. Embora TCF ajude a
reduzir as perdas econdmicas causadas por parasitas em peixes, este produto quimico é
toxicologicamente classificado pela Agéncia de Prote¢do Ambiental (EPA) como um Pesticida
de Uso Geral (GUP) que ¢ Moderadamente Toxico (Classe II; EPA 1991). Em muitos paises
desenvolvidos, ¢ ilegal usar esse composto, mas ainda é comercializado no Brasil ¢ em outros
paises em desenvolvimento.

O principal modo de agdo dos pesticidas organofosforados como o TCF ¢ a inibi¢do da
acetilcolinesterase (AChE) (WHO 1992; Sinha et al. 2010). Em peixes, a inibi¢do do TCF na
atividade da AChE foi relatada no cérebro ou musculo de tambaqui (Colossoma macropomum)

por Ducan et al. (2020), em jundia (Rhamdia quelen) por Baldissera et al. (2019), em pacu
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(Piaractus mesopotamicus) por Venturine et al. (2014) e bagre pangas (Pangassius pangassius)
por Tham et al. (2014). Além disso, o TCF também foi associado a toxicidade grave para muitas
espécies de peixes, por exemplo, imunotoxicidade e hematotoxicidade para carpa comum
(Cyprinios carpio) (Chandrasekara & Pathiratne 2005; Woo et al. 2018), hepatotoxicidade para
carpa prussiana (Carassius auratus gibelo) (Xu et al. 2009) e pacu (Piaractus mesopotamicus)
(Venturine et al. 2014), e embriotoxicidade para peixe-zebra (Danio rerio) (Coelho et al. 2011).
E essencial destacar que poucas pesquisas foram realizadas para elucidar o impacto do TCF na
tilapia do Nilo, uma espécie amplamente utilizada na aquicultura (Costa-Pierce, 2003).

A produgdo de tilapia do Nilo ¢ difundida em todos os continentes, incluindo 135 paises
(FAO - Organizagdo para Alimentos e Agricultura das Nag¢des Unidas 2014). No Brasil, a tilapia
do Nilo ¢ a espécie mais comum cultivada em fazendas de peixes. A produgdo dessa espécie
em 2018 foi superior a 311 mil toneladas, representando mais da metade (55,4%) do total da
produgdo pesqueira brasileira (IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica 2018). No
entanto, a producgdo de tilapia do Nilo ¢é afetada por diversos parasitas que causam perdas
econdmicas consideraveis (Zago et al. 2014), demonstrando a importancia de estudos focados
em compreender como o TCF afeta a fisiologia da tilapia do Nilo

Considerando que existem poucos estudos sobre os efeitos do TCF nas respostas fisiologicas
e bioquimicas da tilapia do Nilo, este estudo pode fornecer informagdes valiosas aos produtores
de peixes sobre os riscos para a saude associados ao uso de TCF. Assim, este estudo teve como
objetivo avaliar se o tratamento TCF em uma concentragio de 0,5 mg.L! altera o perfil
hematolégico, imunologico, metabolico e bioquimico da tilapia do Nilo apos 96 horas de

eXposicao.

2. Material e métodos

2.1 Abastecimento e aclimatagdo dos peixes
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Juvenis de O. niloticus (42,23 = 1,09 g) foram obtidos em uma piscicultura comercial
(Polettini, Mogi Mirim, SP, Brasil). Os peixes foram aclimatados em condi¢des de laboratorio
por trés semanas antes da experimentagdo. Os peixes foram mantidos em sistema de
recirculagdo de agua (4 L min' por aqudrio) com filtro fisico e biologico (1500 L) e
fornecimento continuo de agua bem aerada, sem cloro e parametros fisico-quimicos constantes.
Temperatura (27,6 + 0,68 °C), oxigénio dissolvido (6,7 + 1,24 mg L") e pH (7,3 = 0,43) foram
medidos diariamente com um multiparametro (U-50, Horiba, Minami-ku, Kyoto, Japao) e
amonia (0,03 + 0,49 mg L") com um kit comercial (Hach, Loveland, CO, EUA).

Durante a aclimatagdo, os peixes foram alimentados ad [libitum com ragdo comercial
(Guabi® especifico para tilapia: 4-5 milimetros; 10% de umidade; 32% de proteina; 6,5% de

gordura), consumindo em média 4% do peso corporal.

2.2 Triclorfon

O produto comercial utilizado foi 0 Masoten Bayer®, que contém 80% de triclorfon (dimetil
2,2 2-tricloro-1-hidroxietil fosfato). A concentragdo (0,5 mg.L') usada foi recomendada para
fazendas de peixes para eliminar infestagdes parasitarias (Pavanelli et al. 2002; Chandrasekara

& Pathiratne 2005).

2.3 Protocolo experimental

Todos os procedimentos envolvendo os animais deste estudo foram realizados seguindo os
principios éticos em experimentacio animal e aprovados pelo Comité de FEtica em
Experimenta¢do Animal da Embrapa Meio Ambiente (protocolo n® 005/2017).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com dois tratamentos: grupo
exposto a 0,5 mg. L™! TCF por 96-h (TCFon; n = 12) e grupo controle (Ctrl; n = 12) com trés

repeticoes e 36 peixes por tratamento. Os peixes foram colocados em um aquario de vidro
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(volume 150 L) contendo 4gua biofiltrada. Durante o periodo experimental, o comportamento
dos peixes foi observado e registrado.

Apdés 96 h de exposigdo, quatro peixes por unidade experimental (12 peixes por
tratamento/24 peixes no total) foram anestesiados com benzocaina (65 mg.L™!) para coleta de
sangue, em eutanasiados para excisdo do musculo e figado. Em seguida, o musculo e o figado
foram lavados com solucdo salina (NaCl 0,9%), secos com papel filtro, identificados e
armazenados a -80 ° C para posterior analise bioquimica.

O sangue foi coletado por puncdo caudal com seringas perfundidas com EDTA (3%) para
analise hematoldgica, heparina para determinagdo da atividade respiratoria burst de leucocitos
e com GLISTAB (EDTA 6 g/dL! ¢ KF 12 g/dL"!, Labtest, Sdo Paulo, Brasil (c6digo 29) para
coletar plasma para determinar os parametros de estresse. O anticoagulante ndo foi usado para
obter o soro usado para avaliar as concentragdes de lisozima. Além das analises de lisozima e

cortisol, os parametros foram analisados logo apds a coleta de sangue, como descrito abaixo.

2.4 Pardmetros hematologicos

Para determinar a concentragdo de hemoglobina (Hb) foiutilizado um kit comercial (Labtest,
Sdo Paulo, Brasil). Os eritrocitos foram contados em camera Neubauer com microscopio optico
(Leica DM750 w) 40 x.

O hematocrito foi determinado para o microhematocrito em tubos capilares heparinizados
em centrifuga (NI 1807 Nova Instruments, Piracicaba, SP, Brasil) por 5 min a 10.000 rpm. Os

indices hematimétricos foram determinados da seguinte forma:

VCM (fL) = Ht*10/RBC e CHCM (%) = [Hb]*100/Ht.
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Leucocitos e trombocitos foram determinados usando 1aminas de extensao de sangue coradas
com May-Grunwald-Giemsa-Wright e contados sob um microscopio (Leica DM750 w) usando

objetiva de imersdo em 6leo (100 x).

2.5 Pardametros de estresse

O sangue foi centrifugado e o plasma usado para determinar a concentragdo de glicose
medida pela glicose oxidase (Labtest, Sdo Paulo, Brasil, codigo 84), e as concentragdes de
cortisol foram determinadas por um ensaio imunoenzimatico de um kit comercial (DRG

International, Inc., EUA; Cortisol ELISA — EIA — 1887).

2.6 Pardmetros imunologicos

A atividade leucocitaria de explosdo respiratoria (RAL) foi determinado de acordo com
Biller-Takahashi et al. (2013). Este método ¢ baseado na determinagdo colorimétrica das
espécies reativas de oxigénio (ROS), que sdo produzidas pela explosdo respiratoria dos
leucocitos, e promove a reducdo do nitrobluetetrazolio (NBT, Sigma, St. Louis, MO, EUA) em
precipitado azul escuro dentro o fagdcito denominado granulos de formazan (Soares et al.
2018). A densidade optica (OD) da solugdo final foi medida a 540 nm.

A atividade da lisozima foi medida usando um ensaio turbidimétrico (Ellis et al. 1990), com
modificagdes parciais (Abreu et al. 2009), que lisou uma suspensdo de Micrococcus luteus
(Sigma-Aldrich M3770). Os resultados foram expressos em uma concentracdo sérica de
lisozima (ng/dL). Uma unidade ¢ definida como a quantidade de amostra que desencadeia uma
reducdo na absorbancia de 0,001.min"' a 450 nm em comparagio com o controle (suspensio de

M. luteus sem soro).

2.7 Acetilcolinesterase (AChE)

A atividade da AChE foi determinada usando a técnica colorimétrica (Ellman et al. 1961) e

adaptada para microplaca (Silva de Assisi 1998). As amostras de musculo branco e figado
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foram homogeneizadas em 50 mM tampao fosfato pH 7,0 e centrifugadas a (10.000 rpm, por
10 min, 4 °C) e o sobrenadante foi utilizado para a analise. Para medir a atividade da AChE, o
iodeto de acetiltiocolina (ATC) 9 mM foi usado como substrato e acido 5,50-ditio-bis (2-
nitrobenzoico) (DTNB) como um reagente de cor. A densidade dptica a 412 nm foi medida a
cada minuto durante 10 min usando um leitor de placa ELISA (BIO-RAD Benchmark). A
atividade da AChE foi expressa em mg de proteina. As concentragcdes de proteina foram
medidas a 595 nm pelo método de Bradford (1976) usando albumina de soro bovino (Sigma)

como padrao.

2.8 Biomarcadores do estresse oxidativo hepatico

Para analisar a peroxidacao lipidica (LPO), a atividade da catalase (CAT) e a glutationa-S-
transferase (GST), as amostras de figado foram pesadas e homogeneizadas a 12000 rpm em
tampao fosfato por 20 minutos. A centrifugacado foi realizada em centrifuga refrigerada Hermle-
Z323K (Hermle Labortechnik, Germany) e o sobrenadante utilizado.

A proteina do figado foi determinada pelo método de Bradford (Kruger 1976), adaptado para
o leitor de microplacas Dynex MRXTC 250 (1994). A peroxidacado lipidica foi quantificada
usando a oxidagdo ferrosa-xilenol laranja (Método FOX) (Jiang et al. 1992). A atividade CAT
(Aebi et al. 1983) avaliou continuamente a diminui¢do na concentracdo de peroxido de
hidrogénio (H202) em A =240 nm. A atividade da GST foi medida de acordo com Habig et al.
(1974), usando 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) como substrato.

As leituras espectrofotométricas foram registradas com um espectrofotometro pectronic
Genesys 5 (Milton Roy Company, PA, EUA), e as leituras das microplacas foram feitas com

um leitor Tecan-SNR (Sunrise-Basic Tecan, NS 1105003419 Groding, Austria).
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2.9 Analise estatistica

Os dados deste estudo foram submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e Teste de
Levene de homogeneidade. Para comparar as médias dos grupos Ctrl e TCF96h, foi realizado
um teste t de Student com nivel de significancia P <0,05 no software R studio (v. 1.3). Os

resultados s3o apresentados como média + DP.

3. Resultados

Neste estudo, a concentragdo de 0,5 mg L-1 de TCF ndo causou mortalidade na tilapia do
Nilo. No entanto, a exposi¢cdo ao TCF causou comportamento anormal, como aumento dos
movimentos das branquias ¢ natagdo anormal variando de erratico a letargico e finalmente

ficando imével no fundo do aquario.

3.1 Hematologia
Os valores de Hb (%), Ht (%), CHCM (%), RBC (106 uL-1) ¢ TPP (mg dL-1) de Ctrl e
TCF96h apresentaram médias semelhantes ao longo do experimento. Por outro lado, os niveis

de glicose e cortisol no plasma do grupo TCFoen foi significativamente maior do que o Ctrl

(Tabela 1).

3.2 Sistema imunolégico

A exposicao ao TCF promoveu aumento nos leucocitos totais (25,4%), trombocitos (42,3%)
¢ monocitos (43,4%) quando comparados ao Ctrl (Figuras 1A, 1B e 1C). Por outro lado, em
comparagdo com o Ctrl houve diminui¢do dos linfocitos totais (37,1%) no tratamento TCF96
(Figura 1D).

Para a atividade respiratoria de leucocitos (RAL), houve um aumento de 18,2% no TCFogh

em comparagdo com o grupo Ctrl, levando a uma possivel relagdo entre aumento de leucocitos
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e aumento de RAL (Figura 2A). Para a atividade da lisozima, houve um aumento de 24,6% no

grupo TCFosh em comparagdo com o grupo Ctrl (Figura 2B).

3.3 Acetilcolinesterase (AChE)

Tabela 1: Hemoglobina (Hb; g.dL!), hematdcrito (Ht;%), concentracdo média de hemoglobina
celular (CHCM;%), globulos vermelhos (RBC; pL™), proteina plasmatica total (TPP),
concentragdes plasmaticas de glicose (glicose) de tilapia do Nilo exposta a Triclorfom na
concentragdo de 0,5 mg.L™! as 96h. Os valores sdo média + erro padrio. Médias na mesma linha
com sobrescritos (*) sdo significativamente diferentes (P <0,05)

Parameters Treatments
Ctrl TCFosh

Hb (gdL™) 9.18+1.7 8.60 £ 1.5

Ht (%) 27.6+23 257+£1.0

MCHC (%) 38.9+4.38 36.5+74

RBC (10° uL) 143+£0.2 1.55+0.3

TPP (mg dL'!) 4.02+0.1 3.98+0.3
Glicose (mg L) 48.3+8.7 67.9 £ 14.4"
Cortisol (ng/mL) 23.6+2.5 348+9.1°

A atividade da AChE diminuiu 86,3% no musculo e 59,2% no figado no grupo TCF96h em

comparagdo com o grupo Ctrl (Figura 3A e 3B).
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Figura 1. Contagem de leucdcitos (A), trombocitos (B), monoécitos (C) e linfocitos (D) em
tilipia do Nilo do Controle (Ctrl) e exposta a 0,5 mg.L! de triclorfon por 96 h (TCFon). Barras
representam médias + erro padrdo. * Diferengas entre os grupos (P <0,05)
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Figura 2. Atividade da lisozima (A) e atividade respiratoria dos leucécitos (B) da tilapia do Nilo
do Controle (Ctrl) e exposta a 0,5 mg.L™! Triclorfon as 96 h (TCFoen). Barras representam
médias + erro padrdo. * Diferencas entre os grupos (P <0,05)
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Figura 3. Atividade de acetilcolinesterase do musculo branco e do figado (AChE; nmol.Min™!
.mg proteina™) da tilapia do Nilo do Controle (Ctrl) e exposta a 0,5 mg.L"!' de Triclorfom por
96 h (TCFogh). Barras representam médias =+ erro padrdo. * Diferengas entre os grupos (P <0,05)
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Figura 4. Niveis de peroxidacio lipidica (LPO; nmol g tecido™), atividade da catalase (CAT;
BU mg.proteina™') e Glutationa-S-transferase (GST; nmol mgPT™') no tecido hepatico de
tilapia do Nilo do Controle e exposta a 0,5 mg.L™! de Triclorfon por 96 h (TCFog). Barras
representam médias + erro padrdo. * Diferengas entre os grupos (P <0,05)
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3.4 Estresse oxidativo
A atividade de CAT hepatica e LPO foram iguais em ambos os grupos (Figura 4A ¢ 4B).
Por outro lado, os peixes do TCF96h apresentaram um aumento de 25,1% na atividade hepatica

da enzima GST em relagdo ao Ctrl (Figura 4C).

4. Discussao

A tildpia do Nilo sobreviveu a exposicdo a 0,5 mg.L! de TCF apos 96h. No entanto, os
peixes exibiram comportamentos anormais de natagdo e suas respostas fisiologicas mudaram
devido a condicdo de estresse. Embora o TCF ndo tenha sido letal para a tilapia do Nilo, ele
pode causar estresse em peixes, destacando a necessidade do uso controlado e cuidadoso do
TCF na aquicultura.

De forma consistente, os dados disponiveis na literatura suportam que os niveis de cortisol
plasmatico e glicose em peixes indicam efeitos toxicos de certos estressores (Aerts et al. 2015;
Sadoul e Geffroy 2019). Niveis aumentados de cortisol no sangue sdo considerados uma
resposta primaria de peixes sob estresse (Barton e Iwama 1991; Ray e Sinha 2014) e exposigao
quimica (Wendelaar Bonga 1997). Quando os peixes sdo submetidos a condigdes de estresse,
uma sequéncia combinada de mobilizagdo de energia adaptativa pode ser observada (Balasch e
Tort 2019). O modelo proposto é que o cortisol regula positivamente as vias envolvidas na
mobiliza¢do de substratos energéticos, incluindo a gliconeogénese, enquanto regula as vias que
requerem energia para lidar com o estresse (Faught et al. 2016). Assim, a hiperglicemia
observada apds a exposi¢do ao xenobiodtico parece benéfica, pois fornece a energia necessaria
para metabolizar e eliminar o composto toxico (Ahmad 2011). A tilapia do Nilo exposta ao
TCFoeh respondeu com hiperglicemia e aumentou seus niveis de cortisol plasmatico, sugerindo
que os peixes estavam submetidos a uma condicdo de estresse. A hiperglicemia parece ser uma
resposta notavel a exposi¢cdo ao TCF em peixes ¢ foi relatada por outros autores: Venturini et

al. (2014) observaram hiperglicemia em pacu (Piaractus mesopotamicus) apos exposi¢do a 8,4
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ug de TCF (Masoten®) e Woo et al. (2018) relataram hiperglicemia em carpa comum (Cyprinus
carpio L.) ap6s exposi¢io ao TCF (Metriofonate®), na faixa de 0,5 a 4,0 mg.L".

Além disso, o perfil de globulos vermelhos da tilapia do Nilo ndo foi influenciado pela
exposicdo ao TCFosn. No entanto, os globulos brancos totais aumentaram sob o TCFosn com
niveis aumentados de mondcitos e trombodcitos e diminui¢do dos linfocitos. Entre os leucocitos,
os monocitos da tilapia do Nilo exposta dobraram em comparagdo com 0s peixes ndo expostos.
Os leucocitos sao conhecidos por sua capacidade de combater patogenos, aumentando a
producdo de ROS em um processo conhecido como atividade respiratoria de leucocitaria (RAL)
(Biller-Takahashi et al. 2013). Além disso, os monocitos sdo considerados leucocitos com alta
capacidade de combater agentes estranhos pelo RAL no sistema imunolégico (Giron-Pérez et
al. 2009; Biller-Takahashi et al. 2018). O aumento registrado de RAL observado para o TCFogh
pode ser entendido como uma estratégia que a tilapia do Nilo usou para lidar com a exposi¢ao
ao TCF. Nossos achados corroboram os relatos de Méndez et al. (2014), que observaram um
aumento do RAL em pacu prata (Piaractus brachypomus) exposto a 0,029 mg.L! de TCF e por
Giron-Perez et al. (2009), que expds a tildpia do Nilo a 1,96 mg.L™! de outro organofosforado,
o Diazinon.

A tilapia do Nilo ativou o sistema imunologico inato quando exposta ao TCF, enquanto o
sistema imunolégico adaptativo mostrou-se reduzido. Essa redugdo de linfocitos indica uma
deficiéncia no sistema imune adaptativo de tilapia do Nilo exposta ao TCF. Foi sugerido que
0s OPs podem modular os linfocitos por meio de receptores colinérgicos presentes no sistema
colinérgico ndo neuronal (Didz e Pérez 2015). De acordo com Toledo-Ibarra et al. (2014), o
baco, importante 6rgdo linfoide para os peixes, apresenta relevante atividade da AChE,
indicando atividade colinérgica no tecido. Assim, na presenca da atividade colinérgica a
estrutura extraneural torna os peixes suscetiveis a agdo do organofosforado envolvendo a AChE

(Aratjo et al. 2016). Girén-Pérez et al. (2008) observaram que a tilapia do Nilo exposta a 3,9 e
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7,8 mg.L"! de Diazinon por 96-h apresentou redug¢do da atividade da AChE e menor quantidade
de acetilcolina no bago, levando a exaustdo a capacidade de proliferacdo de linfocitos.
Respostas semelhantes foram registradas por Toledo-Ibarra et al. (2016) apo6s a tilapia do Nilo
ser exposta a 0,97, 1,95 e 3,91 mg.L"! de Diazinon por 24 h.

A lisozima sérica, uma enzima importante no sistema imunolégico inato dos peixes,
aumentou na tildpia do Nilo em resposta a exposi¢do ao TCFosn. A lisozima € uma enzima do
mecanismo fisiologico inato dos peixes que possui propriedades antivirais, antibacterianas e
antiinflamatorias (Balfry e Iwama 2004). Esta enzima ¢ sintetizada tanto no figado quanto em
locais extra-hepaticos como os neutrofilos, monocitos ¢ uma pequena quantidade em
macrofagos (Sauruabh e Sahoo et al. 2008). A lisozima ¢é frequentemente alterada por
organofosforados (Diaz-Resendiz e Giron-Pérez et al. 2015), e dados especificos sobre a
atividade da lisozima em resposta a exposicdo ao TCF sdo escassos para a tilapia do Nilo.
Resultados semelhantes também foram registrados para outras espécies de peixes: Khoshbavar-
Rostami et al. (2006) registraram um aumento no contetdo de lisozima no soro, rim e bago do
grande esturjao (Huso huso) exposto a 1,5 mg L-1 de Diazinon. Li et al. (2013) observaram um
aumento na lisozima sérica de carpas comuns (Cyprinus carpio L.) expostas a 15 pg.L™! do
pesticida Clorpirifos®.

Organofosforados, principalmente TCF, t€ém sido destacados como inibidores da AChE para
diferentes espécies de peixes (Sinha et al. 2010). Para a tilapia do Nilo, a exposi¢do ao TCFosn
diminuiu a atividade muscular da AChE, corroborando os achados de outros autores e
enfatizando essa enzima como um potencial biomarcador para contaminagdo por TCF. A
diminuigdo da atividade da AChE em resposta a exposi¢do ao TCF também foi registrada por
Chandrasekara & Pathiratne (2005), que submeteram a carpa comum a 0,25 e 0,5 mg.L"!' de
Dipterex®, Venturini et al. (2015) que expds pacu a 8§ pg L-1 de Masoten®, Lu et al. (2018)

que expds a carpa prussiana (Carassius auratus gibelio) a 500, 1.000 e 2.000 mg.L ™' de TCF (>
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90% puro), Duncan et al. (2019) que exp0s o tambaqui (Colossoma macropomum) a 0,26 ¢ 0,46
mg.L! de Masoten® e Baldissera et al. (2019) que exp6s o jundia (Rhamdia quelen) a 11 e 22
mg L-1 de Masoten®.

Poucos estudos avaliaram a atividade da AChE no figado dos peixes; no entanto, alguns
autores relataram que o TCF altera a expressdo génica e a atividade da AChE no figado de
peixes (Sinha et al. 2010; Lu et al. 2010). Assim, a avaliacdo da cinética da AChE é uma
ferramenta essencial para avaliar o grau de toxicidade do TCF em tecidos extraneuronais como
o figado. Além disso, até onde sabemos, este ¢ o primeiro estudo a demonstrar os efeitos do
TCF na cinética da AChE no figado da tilapia do Nilo. A atividade reduzida da AChE no figado
mostra a presenca de uma estrutura colinérgica ndo neuronal na tilapia do Nilo suscetivel as
alteragOes estruturais e¢ funcionais devido a presenga de TCF. A suscetibilidade da AChE
hepatica significa que a agdo do TCF no sistema colinérgico ndo se limita ao sistema nervoso
central dos peixes. A AChE ¢ uma enzima que esta presente na jungdo neuromuscular entre o
nervo motor ¢ o musculo. Nessa regido, essa enzima tem fungdes neurofisiologicas cruciais,
como a propagacdo de impulsos nervosos no sistema nervoso periférico. No figado, o
conhecimento sobre a organizagdo celular do sistema colinérgico e seu significado biologico ¢é
muito limitado.

A influéncia marcante do TCF em uma variedade de espécies reafirma o papel inibidor do
TCF na atividade da AChE, destacando a importancia do uso de uma quantidade segura ou
limitando o uso deste composto em aquicultura. A influéncia do TCF na atividade da AChE
também refor¢a a necessidade de pesquisas especificas para esclarecer a correlagdo entre a
exposicao dos peixes e os comportamentos anormais de natagdo aqui observados.

Observando o sistema de defesa antioxidante da tilapia do Nilo exposta ao TCF96h, houve
aumento da atividade da GST hepatica, enquanto a atividade da CAT ou a formagdo de LPO

hepatica permaneceram em niveis de controle. E sabido que a enzima GST desempenha um
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papel importante no processo de biotransforma¢do quimica e na rota de desintoxica¢do dos
xenobiodticos no tecido hepatico (Huber et al. 2008). Em peixes, o GST esta envolvido com o
mecanismo de conjugacdo de GSH com diclorvos, um metabdlito hepatico do TCF, permitindo
a desintoxicagdo de pesticidas (Pefia-Llopis et al. 2003). Coelho et al. (2011) também relataram
um aumento na atividade da GST do figado em peixes-zebra (Danio rerio) expostos a2,5 mg. L
! de TCF (Pestanal®). A regulagdo positiva da atividade GST em resposta to TCF enfatiza que
a enzima desempenha um papel crucial na desintoxicagdo fisioldgica da tilapia do Nilo.

A atividade aumentada da GST no figado em tildpia do Nilo pareceu ser suficiente para
prevenir a producdo de ROS, enquanto ndo houve aumento no LPO hepatico de peixes expostos
ao TCF. O efeito observado do TCF no sistema de defesa antioxidante também foi relatado por
Thomaz et al. (2009), que expds a tilapia do Nilo a 0,5 mg.L"' de Neguvon® por 96 h, e
verificou aumento na atividade da GST hepatica, enquanto a atividade da CAT e LPO ndo se
alteraram. O Diazinon também aumentou a atividade hepatica de GST na tilapia do Nilo (Uner
et al. 2007) e na tilapia mogambicana (O. mossambicus) (Rao 2006), respectivamente. Assim,
parece que a indugdo da atividade da GST ¢ uma resposta ao processo de desintoxicagdo dos

organofosforados que previne injurias quimicas nos corpos dos peixes.

5. Conclusao

Apesar do efeito extremamente eficiente do TCF no combate aos parasitas de peixes, 0s
efeitos colaterais podem causar distirbios bioquimicos e fisiologicos em peixes, levando a uma
condi¢cdo de estresse. O TCF levou a ag¢les neurotoxicas nos sistemas nervosos central e
periférico e causou anormalidades no sistema imunologico, mesmo em doses subletais. Tais
fatos destacam a necessidade de busca de novos compostos que tenham pouco ou nenhum efeito
adverso sobre as espécies de peixes e substituir o0 TCF, eliminando seu uso na producdo de

peixes.
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Capitulo 111

Defesas antioxidantes e alteracdes bioquimicas na tilapia do Nilo (Oreochromis

niloticus): Respostas a exposicao isolada e associada de triclorfon e hipercarbia

Resumo

Este estudo investigou os potenciais efeitos do triclorfon (TCF) e da alta concentragdo de CO»
aquatico, isoladamente ou associados, em juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus).
Os peixes permaneceram por 48 h nas condigdes experimentais, sendo os grupos: Controle (Ctrl
- livre de TCF, normocarbia = CO» = 0,25 mm Hg); Triclorfon (TCF - 0,5 mg.L‘l, normocarbia
= CO2 = 0,25 mm Hg); Hipercarbia (Hip - CO2 = 7,5 mm Hg) e Triclorfon 0,5 mg.L™' +
hipercarbia (TCFuip - CO2 = 7,5 mm Hg). Verificamos que a associa¢do das condicdes
experimentais intensificou os danos sobre o tecido sanguineo dos peixes. A redugdo do nimero
de eritrocitos e do hematdcrito em peixes do grupo TCF e TCF;p revelou uma deficiéncia no
transporte de Oz, compensado pelo aumento na concentragdo de hemoglobina. A reducdo dos
leucécitos e tromboticos em peixes do grupo TCF e TCFrip indicou uma menor resisténcia
imunoldgica para combater doengas patogénicas ou menor capacidade de recuperagdo apos
danos sobre o tecido sanguineo. Observou-se um aumento na atividade da lisozima em peixes
do grupo TCF, Hip e TCFhip, sugerindo um aumento da acdo do sistema imunoloégico
inespecifico no combate a infecgdes primarias nos peixes. O estudo também mostrou que o TCF
afeta o sistema colinérgico neuromotor dos peixes por meio da inibicdo da acetilcolinesterase
(AChE). O sistema de defesa antioxidante, avaliado pelo marcador de lipoperoxidagdo (LPO)
e atividade das enzimas catalase (CAT) e glutationa-S-transferase (GST), também foi alterado
pela acdo do TCF associado com a hipercarbia. O aumento da LPO sugere que o TCF ¢
hipercarbia na agua sdo fatores pro-oxidantes e, assim, a regula¢do positiva da atividade da
GST foi para manter a concentragcdes de LPO em niveis ndo prejudiciais para o tecido hepatico.
Portanto, estes resultados mostram que os efeitos da interagdo dos fatores sobre a satide dos
peixes sdo maiores quando comparado aos efeitos isolados do TCF. Assim, nossa pesquisa
destaca a importancia de se considerar a interagdo dos multiplos estressores no ambiente de
aquicultura a fim de melhor gerenciar o uso racional de compostos quimicos em sistemas de

producio intensiva.

Palavras chaves: Aquicultura, didxido de carbono, triclorfon, toxicologia.
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1. Introducao

O acumulo de dioxido de carbono (CO2) no ambiente aquicola tem se tornado uma das
principais preocupacdes para o cultivo dos peixes em sistemas de producdo intensiva. Pelo
processo de respiragdo, os peixes excretam CO; pelas branquias como um resultado esperado
do metabolismo aerobio (Good et al., 2010). Em circunstancia onde ocorrem altas densidades
¢ baixas taxas de troca de agua por biomassa de peixes, o CO, excretado pode se acumular na
agua circundante, tornando um fator limitante para o sistema de producdo (Summerfelt et al.,
2000).

A exposigdo altos niveis de CO» (hipercarbia) pode ter consequéncias prejudiciais para
os peixes (Aslam et al., 2019), como redugdo no ganho de peso e crescimento, na ingestao ¢
conversao alimentar (Fivelstad et al., 1998; 2003; 2007), alteragdes na concentragdo de ions
plasmatico, nos parametros hematologicos e pH sanguineo (Hayashi et al., 2004; Fivelstad,
2013; Kaya et al., 2016), elevagdo do cortisol e glicose plasmatica (Petochi et al., 2011) ¢
nefrocalcinose (Hosfeld et al., 2008). Mudangas no biomarcador oxidativo como hidroperoxido
(HP) e atividades das enzimas antioxidantes também foram observadas na exposi¢ao de peixes
em condicdo elevadas de CO; (Sampaio et al., 2012; Tomanek, 2014; Almroth et al., 2019).

Os niveis operacionais seguros de CO: dependem da espécie de peixe e das
caracteristicas fisicas e quimicas do ambiente. Por exemplo, a maioria das pesquisas sobre
niveis seguros de CO; na aquicultura foram conduzidos em salmonideos, e o nivel aceitavel
para essa espécie varia de 10 a 20 mg.L™!' (Boyd, 1979; Fivelstad et al., 1998). No entanto, sabe-
se que em agua doce, devido a interagdo com os fatores abidticos como temperatura, saturagdo
de oxigénio, metais como o aluminio, alcalinidade e pH, a tolerancia ao CO2 pode ser bem
menor para a mesma espécie de peixe (Fivelstad, 2013). Por essa razao, o COz ¢ um parametro
crucial a ser controlado no ambiente de aquicultura intensiva, em especial, ambientes de agua

doce (Aslam et al., 2019). Portanto, o0 monitoramento constante desse gas em conjunto com 0s
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parametros fisicos e quimicos da dgua sdo altamente recomendados (EFSA, 2008; Hosfeld et
al., 2008).

Altos niveis de CO2, é uma condig@o que pode ser observado em sistema de recirculagdo
de 4dgua - RAS (Summerfelt et al., 2000). O sistema de RAS requer uma intensificacdo de
produgdo, o que da origem a uma série de questdoes de qualidade da dgua que devem ser
consideradas, incluindo o acaimulo de diéxido de carbono (Skov, 2019). Devido a reutilizagao
da agua nesse sistema de cultivo, o CO; ¢ um parametro de qualidade da 4gua que pode atingir
concentragdes problematicas por causa das altas densidades de estocagem ou baixo fluxo de
agua (Brazil, 2006). Portanto, se o processo de tratamento da 4gua ndo for controlado
adequadamente, a exposicdo de longo prazo a altos niveis de CO2 pode ter consequéncias
prejudiciais para os peixes.

Outra preocupacdo emergente na aquicultura intensiva ¢ o uso do organofosforados
(OPs). O OPs sao um grupo de compostos quimicos sintéticos classificados como inseticidas
agricolas. O principal efeito dos OPs em organismos invertebrados e vertebrados, incluindo
humanos, é a inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AChE) (Monteiro et al., 2006). O
triclorfon (TCF) (2,2,2-tricloro-1-dimetoxifosforiletanol) ¢ um OPs amplamente utilizado em
tanques de cultivo de peixes em programas de controle de infestagdes parasitarias devido a sua
eficacia contra um amplo espectro de organismos. Embora o principal modo de a¢do dos OPs
seja a inibicdo da AChE, os estudos mostram que para os peixes expostos ao TCF, seus efeitos
ndo se limitam apenas a inibi¢do desta enzima. Outros problemas também té€m sido observados,
tais como supressao do sistema imunologico (Dunier et al., 1991; Chandrasekara & Pathiratne,
2005; Mendez et al., 2014 ), alteracdo nos pardmetros hematologicos (Whoo et al., 2018; Yonar
et al., 2020), inibi¢do da enzima aceticolinesterase (AChE) (Ducan et al., 2019; Baldissera et

al., 2019; Ferri et al., 2020), elevag@o do cortisol e glicose plasmatica (Cardoso et al., 2020),
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distiirbios metabdlicos e estresse oxidativo (Feng et al., 2008; Thomaz et al., 2009; Coelho et
al., 2011; Venturini et al., 2015) e alteracdo no desempenho de natacdo (McKenzie et al., 2017).

A preocupagdo com o potencial efeito combinado de pesticidas com fatores abioticos
na producdo de organismos aquaticos ¢ importante para garantir a seguranca da produgdo de
pescado. Entender os efeitos isolados do composto quimico e sua interagdo com a condigdo
ambiental ¢ essencial para facilitar as previsdes das possiveis consequéncias. Embora varios
estudos tenham investigado o impacto individual do TCF e do CO», estudos que consideram o
uso do TCF em altas concentragdes de CO2 ndo foram realizados, sendo somente determinada
a CLso das principais espécies considerando condigdes limnoldgicas adequadas. Sendo assim,
o presente estudo destaca a importancia de considerar ndo apenas os efeitos isolados dos
agrotoxicos, mas também suas interagdes. Portanto, o objetivo deste estudo foi investigar se a
tilapia do Nilo expostas a concentragdes subletais de TCF em ambientes com elevada
concentracdo de CO; experimentaria altera¢des fisiologicas e bioquimicas, conforme
determinado a partir da mensuracdo dos parametros hematoldgicos, imunoldgicos e

enzimaticos.

2. Material e métodos
2.1 Aclimatagdo dos peixes

Juvenis de tilapia do Nilo (42,23 + 1,09 g) obtidos em uma piscicultura comercial
(Polettini, Mogi Mirim, SP, Brasil) foram mantidos em sistema de recirculacdo de agua (4
L.min"! por aquério), com filtro fisico e bioldgico (1500 L) e um suprimento continuo de 4gua
aerada e sem cloro para aclimatagdo por trés semanas antes da experimentagdo. Temperatura
(27,6 °C), oxigénio dissolvido (6,7) e pH (7,3) foram medidos diariamente com uma sonda
multiparametros (U-50, Horiba, Minami-ku, Kyoto, Japdo) e amonia (0,03 mg.L!") com um kit

comercial (Hach, Loveland, CO, EUA). Durante a aclimatagdo, os peixes foram alimentados
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ad libitum com ragdo comercial (Guabi® especifico para tilapia: 4-5 mm; 10% de umidade;

32% de proteina; 6,5% de gordura), consumindo em média 4% do peso corporal.

2.2 Protocolo experimental

Todos os procedimentos envolvendo os animais deste estudo foram realizados seguindo
os principios éticos em experimentagdo animal e aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentagdo Animal da Embrapa Meio Ambiente (protocolo n° 005/2017).

O delincamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro grupos
experimentais e trés repeticdes, com 12 animais em cada unidade experimental, totalizando 36
peixes para cada grupo. Os peixes permaneceram por 48 h nas condi¢des experimentais, sendo
os grupos: Controle (livre de TCF, normocarbia = CO; = 0,25 mm Hg) (Ctrl); Triclorfon (0,5
mg.L!, normocarbia = CO, = 0,25 mm Hg) (TCF); Hipercarbia (CO, = 7,5 mm Hg) (Hip) e
Triclorfon 0,5 mg.L! + hipercarbia (CO2 = 7,5 mm Hg) (TCFuip). Os pardmetros fisico-
quimicos da dgua foram medidos diariamente conforme descrito anteriormente.

A exposigao ao TCF foi feita adicionando ao aquério experimental o Masoten Bayer®,
um produto comercial que contém 80% de triclorfon (dimetil 2,2,2-tricloro-1-hidroxietil
fosfato). A concentragio escolhida de 0,5 mg.L! foi baseada na recomendacio para eliminar as
infestagdes de parasitas em tanques de cultivo (Pavanelli et al., 2002; Chandrasekara e
Pathiratne, 2005). O fabricante recomenda a aplicagdo do TCF por meio de banho de imersao
com duragdo de 1 hora, com 2 a 4 repeti¢cdes no intervalo de 48 h conforme o grau de infestacdo
parasitaria e a espécie de peixe.

A hipercarbia foi determinada pelo método de adicdo do CO> na dgua por meio de um
difusor de ceramica no fundo do tanque, segundo Fivelstad et al. (2007) e Kaya et al. (2016). O
difusor dissolveu rapidamente o CO» na adgua ¢ também serviu como um agitador vigoroso.
Durante o periodo experimental, as amostras de agua de cada unidade experimental foram

coletadas para quantificar a concentragdo de CO; dissolvido. O método utilizado para esta
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coleta foi o headspace, descrito por loffe e Vitenberg (1984). Na Central Analitica Inorganica,
da Embrapa Meio Ambiente — Jaguaritina, SP, a leitura do CO2 nas amostras de agua foi
determinada em cromatografo a gas (Shimadzu, GC-14A, Brasil), equipado com detector de
ionizagdo por chama (Detector de lonizacdo por Chama, FID). Os valores de solubilidade de
Weiss, (1974) foram aplicados para converter a concentracdo de CO2 em mg/L para pressdo
parcial em microatmosfera (patm). A conversdao de pCO; (natm) para pCO> (mm Hg) ocorreu
pela conversdo (1 patm x 107 atm) e (10°% atm x 760 mm Hg). O pH da 4gua foi monitorado
continuamente durante o teste de toxicidade com um microelétrodo de pH conectado a um

medidos de pH Quimis. Mod. 400A (Quimis Scientific Apparatus, Sdo Paulo, SP, Brasil).

2.3 Pardmetros hematologicos

As amostras de sangue foram coletadas por pungdo caudal com seringa embebida com
EDTA (3%) para as analises hematoldgicas. A hemoglobina (Hb) foi dosada com kit comercial
(Labtest, Sdo Paulo, Brasil). Os eritrécitos (RBC) foram contados em cdmara de Neubauer com
microscopio Optico (Leica DM750 w) 40 x. O hematocrito foi determinado pelo
microhematdcrito em tubos capilares heparinizados em centrifuga (NI 1807 Nova Instruments,
Piracicaba, SP, Brasil) por 5 min a 10.000 rpm. Os indices hematimétricos volume corpuscular

médio (VCM), concentragdo média de hemoglobina corpuscular (CHCM) foram calculados.

2.4 Parametros do estresse

O sangue foi centrifugado e o plasma foi usado para determinar a concentragdo de
glicose medida por glicose oxidase (Labtest, Sdo Paulo, Brasil, codigo 84), e as concentragdes
de cortisol foram determinadas por um ensaio imunoenzimatico com kit comercial (DRG

International, Inc., EUA; Cortisol ELISA — EIA - 1887).
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2.5 Pardmetros imunologicos

Os leucocitos e trombocitos foram determinados usando 1dminas de extensdo de sangue
coradas com May-Grunwald-Giemsa-Wright ¢ contadas ao microscopio (Leica DM750 w)
usando uma objetiva de imersdo em 6leo (100 x).

Para determinar a atividade respiratoria de leucocitos (RAL), as amostras de sangue
foram coletadas com uma seringa com heparina e processadas ap6s a coleta (Biller-Takahashi
et al., 2013). Este método ¢ baseado na determinacdo colorimétrica das espécies reativas de
oxigénio (ROS), que sdo produzidas pela atividade respiratoria dos leucdcitos e promove a
redugdo do nitrobluetetrazolio (NBT, Sigma, St. Louis, MO, EUA) em precipitado azul escuro
dentro do fagdcito denominado granulos de formazan (Soares et al., 2018). A densidade optica
da solucdo final foi medida a 540 nm.

Apo6s a extragdo do soro, a atividade da lisozima foi medida por meio de ensaio
turbidimétrico (Ellis et al., 1990), com modificagdes parciais (Abreu et al., 2009), que lisou
uma suspensdo de Micrococcus Iluteus (Sigma-Aldrich, M3770) e expressou como a
concentracdo de lisozima sérica (ng dL!). Uma unidade de lisozima sérica ¢ definida como a
quantidade de amostra que desencadeia uma redugio na absorbancia de 0,001 min ~ ' a 450 nm

em comparag@o com o controle (suspensdo de M. [uteus sem soro).

2.6 Obtencdo dos tecidos

No final de 48-h de exposi¢do ao TCF e hipercarbia, os peixes das unidades
experimentais foram submetidos a eutandsia por meio da transec¢do da medula espinhal. Os
orgdos figado e musculo foram cuidadosamente excisados ¢ lavados com solucgéo fisioldgica
(0,9 % NaCl), secos com papel filtro, identificados e congelados em biofreezer (-80 °C) até as

determinacgdes bioquimicas.
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2.7 Estimativa de proteina

A concentragdo de proteina homogeneizada do figado e misculo foi determinada pelo
método de Bradford (Bradford, 1976), adaptado para o leitor de microplacas Dynex MRXTC
250 (Kruge, 1994). Para essa andlise foi utilizado a albumina de soro bovino (Sigma) como

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

2.8 Metabolismo oxidativo

As amostras de figado foram rapidamente pesadas e homogeneizadas em Turratec TE
102 (Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil) a 18.000 rpm. O tampao utilizado para homogeneizacao
foi o tampao fosfato de sodio 0,1 M pH 7,0 a uma razdo de dilui¢do 1:10 p / v para os ensaios
de atividade CAT. Para o ensaio da atividade da GST foi utilizado o tampao de fosfato de
potassio 0,1 M pH 7,0 a uma razdo de 1:5 p / v. Os homogeneizados foram centrifugados a
12000 rpm por 30 minutos a 4 °C. Para a centrifugacdo foi utilizado uma centrifuga refrigerada
Hermle-Z323K (Hermle Labortechnik, Alemanha).

A atividade da CAT foi determinada de acordo com Aebi et al. (1983) pelo
monitoramento da diminui¢do do peroxido de hidrogénio H>O, em 240 nm. Os decaimentos na
absorbancia foram registrados a cada 15 s em tampéo fosfato 50 mM e pH 7,0 contento H>O»
15 mM e o extrato enzimatico, com leitura em absorbancia de 240 nm. Os valores da CAT estdo
expressos em Bergmeyer (B.U.) por mg de proteina. A atividade da GST foi medida de acordo
com Habig et al. (1974) usando o substrato I-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) como substrato
para a medicdo da atividade enzimatica. A mistura de ensaio continha 1 mM CDNB em etanol,
1 mM GSH, tampdo de fosfato de potassio 100 mM (pH 7,0) e homogenatos de tecido. A
formacao do aduto S-2,4-dinitrofenil glutationa foi monitorado pelo aumento da absorbancia a

340 nm contra o branco durante 4 minutos com um pico de leitura a cada 30 segundos. As
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leituras da CAT e GST foram realizadas em microplacas utilizando um leitor Tecan-SNR

(Sunrise-Basic Tecan, NS 1105003419 Groding, Austria).

2.9 Lipoperoxidagao lipidica (LPO)

A atividade da LPO foi determinada de acordo com o método proposto por Jiang et al.
(1991) que utilizou o xilenol laranja para determinar o hidroperéxido de lipidio (FOX —
oxidacdo ferrosa — laranja de xilenol). Homogenatos de tecidos foram previamente preparados
aplicando os mesmos procedimentos descritos acima para a enzima CAT. O hidroperoxido
lipidico foi determinado com 100 pL de amostra de tecido (previamente desproteneisados com
TCA 10%) adicionados 900 pL de reagentes de FOX contendo 250 uM de sulfato ferroso de
amonia, 100 pM alaranjado de xilenol, 25 uM H2SO4, e 4 mM BHT em metanol 90% (v/v). As
misturas foram incubadas por 30 min em temperatura ambiente antes das medi¢des em um
espectrofotometro SpectronicGenesys 5 (Milton Roy Company, PA, EUA) a 560 nm. Os niveis

de hidroperoxidos lipidicos foram expressos em nmol.g”! de tecido.

2.10 Acetilcolinesterase (AChE)

A atividade da AChE foi determinada pela técnica colorimétrica (Ellman et al. 1961) e
adaptada para microplaca (Silva de Assis, 1998). lodeto de acetiltiocolina (ATC) 9 mM foi
usado como substrato e acido 5,50-ditio-bis (2-nitrobenzoico) (DTNB) como reagente de cor.
A densidade optica a 415 nm foi medida a cada minuto durante 10 minutos usando um leitor de
placas ELISA Dynex MRXTC 250 (Dynex Technologies Inc., Reino Unido). A atividade da

AChE foi expressa por mg de proteina.

2.11 Andalise estatistica
A influéncia dos fatores e sua interagdo foram avaliadas por ANOVA de dois fatores

para dados ndo balanceados, com base na teoria do modelo linear geral (GLM). Para cada
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varidvel, se a interacdo foi significativa (p <0,05), o teste t foi aplicado para comparar as
respostas entre os niveis dentro de cada fator. Além disso, foram realizados testes de Dunnett
para determinar qual fator particular era diferente do controle (p <0,05). Os resultados sdo
apresentados como média e respectivo desvio padrdo para cada grupo. Todas as estatisticas

foram realizadas pelo software R studio (v. 1.3).

3. Resultados

Mortalidades ndo foram registradas em nenhum grupo experimental apds exposi¢ao. O
pH da agua caiu simultaneamente com a adi¢do de CO2. Nos grupos Hip ¢ TCFwip 0 valor médio
do pH da 4gua foi de 6,0 e o nivel médio de CO: ficou em torno de 15 mg.L™!. No grupo Ctrl e
TCF o pH da 4gua permaneceu acima de 7,0 e o nivel médio de CO; foi de cerca de 0,5 mg.L"
I, Os achados relacionados ao pH, di6xido de carbono, oxigénio dissolvido e temperatura da
agua durante o experimento estdo apresentados na Tabela 1.

Houve interagéo entre o TCF e Hip para a Hb (p =0,006) indicando que os niveis de Hb
em resposta a exposi¢do ao TCF dependem dos niveis de CO; na agua (Tabela 2). Nao houve
interagdo entre os niveis de TCF e Hip nos parametros Ht (p = 0,308), MCHC (p=0,210), RBC
(p =0,805), TPP (p = 0,171), glicose plasmatica (p = 0,233) e cortisol plasmatico (p = 0,273).
Essas variaveis plasmaticas apresentaram o mesmo padrao de resposta a exposi¢do ao TCF em
condi¢des de normocarbia e hipercarbia.

Houve intera¢do entre os niveis de TCF e de CO» da agua para os trombocitos (p =
0,001) (Figura 1). Por outro lado, leucdcitos (p = 0,117), atividade respiratdria de leucocitos (p
=0,254) e lisozima (p = 0,409) ndo apresentaram interagdo entre o TCF e hipercarbia.

Nao houve interagdo entre o TCF ¢ hipercarbia na atividade da AChE muscular (p =
0,12; Figura 2). Na tilapia do Nilo, independentemente da condi¢do de hipercarbia, a exposigdo

a0 TCF diminuiu a atividade da AChE.
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Houve interagdo entre os fatores TCF e hipercarbia na atividade da GST do figado (p =
0,031; Figura 3). Por outro lado, ndo houve interacdo entre o TCF e a hipercarbia para o

marcador de LPO e atividade da CAT no figado.

4. Discussao

O presente estudo ¢ o primeiro a descrever as repostas fisiologicas ¢ bioquimicas da
tilapia do Nilo (O. Niloticos) ap6s 48 h de exposicao a concentragdo subletal de TCF combinado
a hipercabia ambiental. A exposi¢io aguda dos peixes a 0,5 mg.L"' de TCF no ambiente de
hipercabia demonstrou afetar a efici€ncia de transporte de Oz sanguineo dos peixes, conforme
observado pela redugdo da RBC, Ht e aumento da Hb. O estudo também demonstra que a
aplicacdo do TCF em um ambiente em hipercarbia intensifica o estresse oxidativo nos
hepatdcitos, evidenciado por mudangas na LPO e na atividade da GST. De modo isolado, a
exposi¢do dos peixes a 0,5 mg. L' de TCF também mostrou ser prejudicial para a funcio
neuromuscular. A reducgdo na atividade da AChE observado neste estudo, demonstra que as
alteragdes conhecidas associadas ao TCF em artropodes-alvos podem se traduzir em efeitos
semelhantes em organismos como os peixes. A exposi¢do isolada dos peixes a condi¢do de
hipercabia promoveu efeitos adversos sobre os pardmetros cortisol e glicose, indicando maior
estresse metabolico nos peixes.

A combinagdo do TCF e hipercarbia afetou o mecanismo envolvido na captacdo ¢
transporte de O mais do que qualquer um dos fatores isoladamente. O aumento da Hb pode ser
visto como um ajuste fisioldgico dos eritrocitos remanescentes para garantir a eficiéncia do
transporte e entrega de O» para os tecidos adjacentes, uma vez que, a redu¢do RBC e Ht (%) foi
evidenciada. A diminui¢do no nimero de RBC ¢ nos valores de Ht pode ser atribuida a hemolise
das hemacias, falha ou supressdo do sistema hematopoiético (Jekins et al., 2003). Alteragdes
no conteiido hematologico apds a exposicdo a classe de OPs em condi¢des de normocarbia é

uma reposta que também foi observada para a tilapia do Nilo (Cardoso et al., 2020) e outras
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espécies de peixes (Yonar et al., 2015; Haider et al., 2014; Whoo et al., 2018). Do mesmo modo,
a hipercarbia ¢ uma condi¢do ambiental que também tem sido relacionada com danos no tecido
sanguineo dos peixes (Fivelstad et al., 2003; Sampaio 2012; Kaya et al., 2016). A presente
investigacdo, além de demonstrar que o TCF e a hipercabia pode comprometer o sistema de
transporte de O sanguineo, refor¢ando os achados na literatura, também mostrou que ao
combinar esses fatores os efeitos destes compostos sobre componentes hematologicos como
RBC, Ht e Hb podem ser potencializados.

Outro aspecto importante do sangue avaliado neste estudo foram os valores plasmaticos
de cortisol e glicose. Esses pardmetros quando analisados em conjunto, tém sido utilizados
como indicadores praticos para mensurar a extensao do estresse em peixes (Martinez-Porchas
et al., 2009). No presente estudo, os valores de cortisol aumentaram consideravelmente para os
peixes em condigdo de hipercarbia corroborando os achados ja descritos na literatura. Ivanis et
al. (2008) observaram o aumento cortisol plasmatico para truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss)
apos a exposicao de 24 h a 7,5 mm Hg. Petochi et al. (2011), verificaram valores elevados de
cortisol para o robalo europeu (Dicentrarchus labrax) exposto a 24,7 mmHg. Fivelstad et al.
(1999; 2003), relataram o aumento do cortisol plasmatico em salmao do atlantico ap6s 2 e 3
dias de exposicdo a 5,7 e 9,0 mmHg, respectivamente. Crocker et al. (2000), reportaram um
aumento do cortisol plasmatico em esturjdo branco (Acipenser transmontanus) exposto a 20
mm Hg, sugerindo que a hirpercarbia iniciou uma resposta de estresse nos peixes.

Os mecanismos que explicam os maiores valores de cortisol em peixes expostos a
ambientes de hipercarbia ndo estdo completamente elucidados na literatura. Raymond et al.
(2014), sugeriram que o aumento da concentragdo do cortisol plasmatico em peixes expostos
ao elevado CO» na agua estd associado a necessidade da proliferagdo de células ricas em H*
ATPase (HRCs) e células ricas em Na'/K" ATPase (NaRCs), responsaveis por ajustar os

mecanismos do transporte de ions nas branquias em condigdes de acidose imposta pela
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hipercarbia. Este aumento do cortisol ativa os processos de glicogendlise e gliconeogénese que,
normalmente, resulta na elevacdo na concentragdo da glicose plasmatica (Crocker et al., 2000;
Martinez-Porachas et al., 2009). O aumento da glicose induzido pelo cortisol ¢ fundamental
para os peixes, pois fornece substratos energéticos necessarios para atender o aumento da
demanda energética de tecidos como o cérebro, branquias e musculos diante do estresse
(Feidantsis et al., 2015). Portanto, a condi¢do de hipercarbia induz mudangas nos processos
fisiologicos que envolve o deslocamento de energia que poderia ser utilizado no crescimento ¢
reproducdo para elaborar uma resposta ao estresse, isso pode resultar em prejuizos no
desempenho como o crescimento dos peixes. Deste modo, o aumento do cortisol seguido da
elevagdo da glicose plasmatica registrada nesse estudo, sugere que a exposicdo aguda a 7,5 mm
Hg ¢ uma condi¢do que induz o desequilibrio alostatico da tilapia do Nilo, esse disturbio pode
resultar em perdas quantitativas de crescimento dos peixes no sistema de produgao.

Os OPs também s3o compostos capazes de alterar os componentes do sistema
imunolégico dos peixes. Embora os mecanismos dessa imunotoxicidade ndo estejam
elucidados, os estudos mostram que as vias de geragdo de toxicidade dos OPs com efeitos
imunomoduladores em peixes incluem alteragdes no niimero de células leucocitos como
neutrofilos, macrofagos, linfocitos e também nos complementos séricos. Por exemplo,
Chandrasekara e Pathiratne (2005), reportam que a exposi¢cdo da carpa comum (Cyprinus
carpio) nas concentragdes 0,25 e 0,5 mg.L! de Dipterex® provocou reducio dos linfocitos
nessa espécie. Uma redugdo na capacidade fagocitica dos leucocitos foi observado na tilapia do
Nilo exposta ao Diazinon nas concentragdes 0,97 ¢ 1,95 mg.L™! (Toledo-Ibarra et al., 2016;
Covantes-Rosales et al.,, 2018). No presente estudo, niveis mais baixos de leucdcitos e
trombocitos foram registrados apds a exposicdo da tilapia a 0,5 mg.L"! de TCF. O sistema
imunologico inato ¢ um mecanismo de defesa fundamental dos peixes contra agentes estranhos

(Magnadottir, 2006). Portanto, a redugdo dos leucocitos registrado no presente estudo sugere
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uma diminui¢do da resisténcia dos animais, tornando os individuos mais suscetiveis as doencas
causadas por patogenos. A trombocitopenia costuma ser o resultado da diminui¢@o da producao
de trombdcitos pela medula dssea ou destrui¢do periférica excessiva dessas células (Campbell,
2015). Nos peixes, a redugdo dessas células indica deficiéncia no mecanismo de coagulacio do
sangue, situacdo que prejudica cicatrizagdo de feridas ou evitar quadros de hemorragias (Lang
et al.,, 2010). A exposi¢do isolada da tilapia a 7,5 mm Hg também promoveu supressdo do
sistema imune dos peixes, isso pode ser explicado em partes pelo aumento do cortisol
plasmatico. A presenca deste hormonio em niveis elevado no sangue tem o potencial de
suprimir as repostas imunologicas dos peixes (Balasch et al., 2019).

A atividade da lisozima também aumentou na presenga do TCF. Em peixes, a lisozima
¢ uma importante molécula de defesa do sistema imune inato, frequentemente alterada pelos
OPs (Diaz-Resendiz et al., 2015). Os estudos tem demonstrado que a exposi¢cdo ao OPs tem
provocado aumento na atividade da lisozima em algumas espécies de peixes, Diaz-Resendiz &
Giron-Pérez (2014), que expuseram a tilapia do Nilo a 0,10 e 0,25 mg.L™! de Clorpirifos®;
Khoshbavar-Rostami et al. (2006) que expuseram o esturjio (Huso huso) a 1,5 mg.L! de
Diazinon®; Li et al. (2013) que expuseram carpas comuns a 15 pg.L™!' de Clorpirifos®. A
inducdo do sistema imunoldgico inato em condigdo de hipercarbia, também foi relatada para o
alabote do atlantico (Hippoglossus hippoglossus) (De souza et al.,, 2016). O aumento na
atividade da lisozima sugere que os mecanismos de defesa inato com propriedades antivirais,
antibacterianas e anti-inflamatorias foram induzidos (Balfry & Iwama, 2004; Sauruabh &
Sahoo et al., 2008). Nesse estudo, os niveis mais altos na atividade da lisozima podem ser visto
como uma reposta compensatoria do sistema imunoldgico nao especifico na protecdo contra
infec¢cdes, uma vez que, houve supressdo das células de leucocitos e trombocitos totais

circulantes.

70



2463

2464

2465

2466

2467

2468

2469

2470

2471

2472

2473

2474

2475

2476

2477

2478

2479

2480

2481

2482

2483

2484

2485

2486

A inibi¢do da atividade a AChE corresponde ao principal efeito dos OPs sobre os
artropodes além de animais ndo alvos (McKenzie et al.,, 2017). Devido ao seu potencial
neurotdxico, o monitoramento da inibicdo da atividade da AChE tem sido utilizado como
biomarcador de toxicidade dessa classe de pesticida nos peixes (Fulton & Key, 2000; Kwong,
2002). No ambiente de aquicultura, para reduzir a infestagdes parasitarias, os piscicultores tém
utilizado os OPs como agentes quimioterapicos, sendo o TCF o mais difundido (Ducan et al.,
2020). Todavia, os estudos tém mostrado que a inibicdo da atividade da AChE em peixes
expostos ao TCF pode ocorrer em concentragdes mais baixas do que 10% da CLso.
Chandrasekara & Pathiratne (2005) verificaram que a atividade da AChE foi reduzida em carpa
comum expostas a 0,25 ¢ 0,5 mg.L! de Dipterex®; Venturini et al. (2015) reportaram uma
inibicio na atividade da AChE em pacu (Piaractus mesopotamicus) expostos a 8 pg.L! de
Masoten®; Duncan et al. (2019) observaram redugdo na atividade da AChE em tambaqui
(Colossoma macropomum) expostos a 0,26 e 0,46 mg.L! de Masoten®. Cardoso et al. (2020)
que expuseram a tildpia do Nilo a 0,5 mg.L"! de Masoten® por 96 h também verificaram a
redugdo da AChE no musculo e figado.

A redugio na atividade da AChE no musculo observado nesse estudo apoia os achados
da literatura sobre o potencial neurotoxico do TCF sobre os peixes. Ao observamos a redugdo
na atividade da AChE sabemos ndo so que os peixes foram contaminados por TCF, mas também
que uma concentragio subletal de 0,5 mg.L™! foi o suficiente para atingir o sitio de ligagio da
molécula alvo para produzir desordem no sistema colinérgico dos peixes. A presenga do TCF
na placa neuromotora em 48 h registrado nesse estudo pode explicar o seu potente efeito
neurotdxico. Baldissera et al. (2019) demonstraram em seus estudos que a exposi¢do do jundia
(Rhamdia quelen) ao TCF provocou uma ruptura da barreira hematoencefalica apos 24 h, o que

pode indicar uma passagem descontrolada do pesticida do sangue para o sistema nervoso central
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nesse periodo e, assim, explicar a alta eficiéncia deste pesticida na inibicdo da AChE em um
curto periodo de exposicao.

Outro aspecto importante que deve ser considerado apds a exposigdo dos peixes aos
diferentes estressores quimicos, € o estresse oxidativo e seus efeitos nos tecidos. O estresse
oxidativo se desenvolve quando ha um desequilibrio entre a propor¢do de pro-oxidantes e
antioxidantes, levando a geragdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) (Costa et al., 2008).
Quando ocorre o aumento da ERO, uma sequéncia de lesdes pode ser observada em células,
tecidos e 6rgdos dos animais (Lima & Abdalla, 2001). Um dos principais processos induzidos
pelo ERO ¢ a peroxidacao lipidica (LPO) que ocorre em membranas bioldgicas ricas em acidos
graxos poliinsaturados (Oru¢ & Usta, 2006). A LPO, por sua vez, altera as propriedades das
membranas celulares, perturbando a fisiologia normal das células (Yang et al., 2020). Portanto,
a LPO esta entre os melhores preditores de danos oxidativos induzidos por diversos compostos
quimicos (Ercal et al., 2001; Ozkan et al., 2012).

Avaliando os resultados do presente estudo, verificamos que a combinagéo entre o TCF
¢ hipercarbia, resultou no aumento de LPO no tecido hepatico dos peixes. Os OPs sdo
substancias lipofilicas, e eles podem aumentar a LPO ao interagir diretamente com a membrana
plasmatica celular (Hazarika et al., 2003). Os estudos também mostram que a condi¢cdo de
hipercarbia é um fator que induz a formagao de ERO em peixes (Tomanek et al., 2011; Sampaio
et al., 2012; Almroth et al., 2019). Portanto, podemos considerar que no ambiente de produgao
em que ocorre o aumento de CO», a aplicacio de TCF na dosagem de 0,5 mg.L"! pode
intensificar a LPO e, consequentemente, gerar estresse oxidativo nos hepatdcitos.

Na condicdo de peroxidagdo lipidica média ou alta, as células estimulam sua
manutengdo e sobrevivéncia por meio dos antioxidantes enzimaticos ¢ ndo enzimaticos, como
uma resposta adaptativa ao estresse oxidativo (Ayala et al., 2014). Antioxidantes enzimaticos e

ndo enzimaticos sdo essenciais para manter o status redox das células dos peixes e servem como
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uma importante defesa bioldgica contra o estresse oxidativo (Monteiro et al., 2006). No sistema
antioxidante enzimatico, tanto a CAT como a GST sdo importantes enzimas que desempenham
fungdes essenciais na neutralizagdo da formagdo exacerbada de ERO, protegendo as células do
estresse oxidativo (Pisoschi & Pop, 2015).

Neste estudo, a atividade da CAT aumentou apds 48 h de exposicdo a 0,5 mg.L™! de
TCF e a hipercarbia, isolado ou associado. A CAT ¢ uma importante enzima que atua em
conjunto com a SOD na eliminacdo de ROS, e o aumento na atividade dessas enzimas
representa o primeiro mecanismo de defesa contra o estresse oxidativo (Oruc, 2011). Além
disso, a CAT juntamente com a SOD sédo sensiveis e responde mais rapidamente contra o ROS
e, portanto, essas enzimas t€ém sido sugeridas como potenciais biomarcadores de toxicidade em
peixes de agua doce expostos aos xenobidticos (Nwani et al., 2010). O aumento na atividade
da CAT em peixes expostos ao TCF ¢ uma resposta que tem sido relacionada com a maior
formagdo de ERO. Thomaz et al. (2009) observaram que os niveis de ERO produzidos durante
a exposi¢do da tilapia do Nilo a 0,5 mg.L! de Neguvon® alteram a capacidade de defesa dos
sistemas antioxidantes por meio do aumento de enzimas como o CAT. Xu et al. (2012)
relataram que o aumento da CAT apos a exposi¢do da carpa prussiana (Carassius auratus) a
1,0 mg.L"! de TCF pode ser atribuido a capacidade desta enzima de eliminar ERO. Da mesma
forma, foi demonstrado que outros OPs também causam o aumento da CAT nos peixes.
Monteiro et al. (2006), reportaram que o aumento da CAT induzidos pelo Folisuper 600® em
matrinxa (Brycon cephalus), indica um estado antioxidante elevado na tentativa de neutralizar
os impactos do ROS no figado, musculo e branquias nessa espécie.

Concentragdes elevadas de CO2 na dgua também sdo conhecidas por alterar a atividade
da CAT em organismos aquaticos. Almoroth et al. (2019), que investigaram os efeitos da pCO>
1000 patm sobre as respostas das enzimas envolvidas na defesa antioxidante do tecido hepatico

do alabote do atlantico (Hippoglossus hippoglossus), reportaram um aumento na atividade
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CAT. Estudos anteriores também mostraram que a exposicdo de algumas espécies de
organismos aquaticos expostos a niveis aumentados de CO: na dgua pode resultar em regulagdo
positiva de genes de proteinas antioxidantes associados a desintoxica¢do do H2O». Por exemplo,
Harm et al. (2014), mostraram que a exposicdo do caranguejo-aranha (Hya araneus) a pCO-
1,120 patm e 1960 patm apresentou regulacdo positiva na expressdo de varios genes de
proteinas envolvidas na defesa antioxidante celular, incluindo peroxidases responsaveis pela
decomposicdo do H»O,. Portanto, a hipercarbia pode ser considerado um dos responsaveis
direto do aumento na atividade da CAT nos peixes.

A GST ¢ um grupo de isoenzimas multifuncionais e principalmente citosoélicas, que
desempenham um papel importante na biotransformacdo e desintoxica¢do de varios compostos
eletrofilicos, por conjugacdo com a GSH (Rao et al., 2006). Além disso, a GST ¢ considerada
uma importante enzima que atua contra as lesoes celulares por estresse oxidativo, decompondo
radicais superoxidos e peroxido de hidrogénio antes de interagir para formar a hidroxila reativa,
que tem uma série de efeitos bioldgicos adversos quando presente em grandes quantidades
(Kaur and Jindal, 2017). A indug¢do da GST deve ser considerada benéfica em peixes e,
portanto, esta enzima tem sido usada como um biomarcador de exposi¢do a xenobidticos (Van
der Oost et al., 2003; Coelho et al., 2011).

A interacdo entre TCF e hipercarbia foi uma resposta observada no presente estudo. Isso
mostra que o efeito da combinagdo dos fatores ¢ maior do que o observado no mesmo nivel de
exposi¢do de cada componente isoladamente. E sabido que, além de desempenhar uma fungio
importante no processo de desintoxicagdo de xenobidticos, a GST também atua na catéalise de
varios compostos enddgenos, incluindo produtos da peroxidacédo lipidica e produtos resultantes
do estresse oxidativo (Hayes & Pulford, 1995). Considerando o potencial pro-oxidantes do TCF
¢ a condi¢do de hipercarbia, o aumento da GST pode estar relacionado com a necessidade de

reducdo do efeito toxico do TCF ao mesmo tempo que tenta neutralizar os impactos da ERO no
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figado dos peixes resultante das mudangas fisiologicas para lidar com a hipercarbia e da
biotransformagdo desse pesticida. Isso indica claramente que essa enzima desempenha um
papel importante na neutralizagdo de produtos resultantes da LPO que tem uma série de efeitos

biologicos adversos quando presente em alta quantidade.

5. Conclusio

Os resultados apresentados neste estudo demonstraram que os peixes expostos a
concentragdo subletal de TCF em associac@o a hipercarbia enfrentam problemas no sistema de
transporte de Oz, distirbios no sistema imunolégicos e enzimatico. Diante disso, ¢ recomendado
realizar a mensuracdo dos parametros da qualidade da 4gua, principalmente, da concentragao
do CO; na agua antes da aplicagdo do TCF em tratamento quimico para controle de infestagdes
parasitarias. Os dados aqui apresentados também levantam preocupacdes em relagdo ao
aumento do uso de TCF e destacam a necessidade de mais testes sobre seus efeitos subletais

em peixes quando associado ao ambiente de hipercarbia.
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TABELAS:

Tabela 1: Parametros da dgua das unidades experimentais com tilapia.

Grupos
experimentais

Ctrl

TCF
H-CO»
TCFh.co2

Parametros
pH Dioxido de Temperatura  Oxigénio dissolvido
carbono (mg.L™") (°C) (mm Hg)
7.4 +0.02 5.10+£1.9 25.67 +£0.68 450 +£0.58
7.4+0.12 5.16 £7.1 25.55+0.86 5.94+0.45
6.1 £043 1420 + 6.7 26.17 £0.24 534+1.24
5.8+0.10 14.53 + 1.65 25.00 +0.49 5.76 = 0.98
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2898  Tabela 2: Hemoglobina (Hb; g/ dL™"), hematécrito (Ht;%), concentragdo média de hemoglobina
2899  celular (CHCM;%), globulos vermelhos (RBC; pL-'), proteina plasmatica total (TPP), plasma
2900 concentragdes de glicose (glicose), concentragdes de cortisol plasmatico (cortisol) de tilapia do
2901  Nilo exposta por 48 horas em agua livre de TCF e condi¢do normal de CO; (Ctrl), triclorfon na
2902  concentragio de 0,5 mg.L"! (TCF), 4gua com alto teor de CO» (H-CO,), e interagdo entre TCF
2903 e agua com alto teor de CO2 (TCFu.co2).

Parametros Tratamentos

Ctrl TCF H-CO, TCFu.coz TCF x [COz] 1
Hb (gdL™) 8.8+ 1.7%A 75+£1.7% 7.8+1.6% 10.6 £1.54 P=0.006
Ht (%) 28.7+3.6 27.0+3.1 29.7+0.2 25.7+1.3% P=0.308
MCHC (%) 323+£52 29.6 £ 7.3 27.31+4.38 39.3+£8.4 P=0.210

RBC (10° uL™) 1.65+0.17 1.31 +£0.27* 1.45+0.19 1.24 +0.19* P=0.805

TPP (mg dL™") 42 +0.38 40+0.13 3.9+ 0.26 3.9+0.16 P=0.171

Glicose (mg L) 484 +8.6 34.1+£59 588+7.8%  546+12.1 P=0.233

Cortisol (ng/mL)  25.7 + 0.89 207085  382+095%  274+128 P=0273

2904
2905
2906
2907
2908
2909

Barras representam médias + desvio padrdo. As letras mintisculas mostram as diferengas entre
os grupos com as mesmas condi¢cdes de TCF, em diferentes niveis de CO2 na agua. As letras
maiusculas mostram as diferengas entre os grupos com mesmo nivel de CO2 na agua em
diferentes niveis de TCF. Barras representam médias + erro padrdo. *Os grupos experimentais
diferem do grupo controle (teste t; p < 0,05). ! p valor para interagio entre TCF e CO».
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2910
2911  FIGURAS:
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2913  Figura 5. Leucocitos (A), contagem de trombocitos (B), atividade respiratoria de leucdcitos (C),
2914  atividade de lisozima (D) da tilapia do Nilo exposta por 48 horas em agua livre de TCF e em
2915  condiciio normal de CO; (Ctrl), triclorfon na concentragdo de 0,5 mg.L™! (TCF); 4gua com alto
2916  teor de CO, (H-COy), e interag@o entre TCF e agua com alto teor de CO» (TCFu.co2). Barras
2917  representam médias + desvio padrdo. As letras minisculas mostram as diferencas entre os
2918  grupos com as mesmas condi¢oes de TCF, em diferentes niveis de CO2 na agua. As letras
2919  maiusculas mostram as diferengas entre os grupos com mesmo nivel de CO> na agua em
2920  diferentes niveis de TCF. Barras representam médias =+ erro padrdo. *Os grupos experimentais
2921  diferem do grupo controle (feste t; p < 0,05). ! p valor para interagio entre TCF e COx.

2922

2923
2924
2925
2926

2927
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Figura 6. Atividade da acetilcolinesterase muscular (AChE; nmol. Min mg proteina™) da tilapia
do Nilo exposta por 48 h em agua livre de TCF e condi¢do de CO2 normal (Ctrl), triclorfon na
concentracdo de 0,5 mg.L! (TCF); 4gua com alto CO, (H-CO,) e interagdo entre TCF e agua
com alto teor de CO; (TCFu.co2). Barras representam médias + desvio padrdo. As letras
minusculas mostram as diferengas entre os grupos com as mesmas condi¢cdes de TCF, em
diferentes niveis de CO; na dgua. As letras maitisculas mostram as diferengas entre os grupos
com mesmo nivel de CO; na 4gua em diferentes niveis de TCF. Barras representam médias +
erro padrio. *Os grupos experimentais diferem do grupo controle (teste t; p < 0,05). ! p valor
para interagdo entre TCF e COa.
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Figura 7. Niveis de peroxidagdo lipidica (LPO; nmol g tecido™), atividade da catalase (CAT;
BU mg proteina') e atividade da glutationa S-transferase (GST; nmol mgPT™') no tecido
hepatico de tilapia do Nilo exposta por 48-h em dgua livre de TCF e condi¢do normal de CO»
(Ctrl); triclorfon na concentragdo de 0,5 mg.L! (TCF); 4gua com alto CO (H-CO») e interagio
entre TCF e 4gua com alto teor de CO2 (TCFh.coz). Barras representam médias + desvio padrao.
As letras mintisculas mostram as diferengas entre os grupos com as mesmas condi¢des de TCF,
em diferentes niveis de CO2 na 4gua. As letras maitsculas mostram as diferencas entre os
grupos com mesmo nivel de CO2 na agua em diferentes niveis de TCF. Barras representam
médias + erro padro. *Os grupos experimentais diferem do grupo controle (teste t; p < 0,05).
1 p valor para interagao entre TCF e COa.
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Capitulo 1V

Consideracdes Finais:

Neste estudo, verificou-se que a exposi¢do da tilapia do Nilo ao TCF (Masoten®) TCF
por 96 h promove distirbios nos biomarcadores do sistema colinérgico, no metabolismo
oxidativo, nos parametros hematologicos e imunolégicos. Embora a concentragdo de 0,5 mg.L”
! seja considerada baixa em tratamentos quimioterapicos para os peixes produzidos
comercialmente, essa concentragdo tem o potencial de promover danos subletais que exige
ajustes fisiologicos e bioquimicos para lidar com o estresse quimico.

Além disso, este estudo fornece informagdes sobre como os peixes sdo afetados pelo
efeito combinado do TCF e alta [CO2] ~ 14 mg.L"! na 4gua. Aqui, mostramos que o uso de 5
mg.L! de TCF em 4guas com elevada [CO:] potencializou o estresse oxidativo, evidenciado
no aumento da LPO e da atividade da CAT e GST. Promoveu distirbios no tecido sanguineo
como redugdo dos RBC e Ht. Além disso, induziu a supressdo das células de defesa do sistema
imunoldgico. Portanto, a gestdo adequada da qualidade da 4gua, especialmente do controle da
[CO2], sdo necessarias antes do tratamento do TCF nos tanques de cultivo.

Ao considerar um cenario experimental mais proximo da realidade da aquicultura
intensiva, este estudo pode ser considerado um dos primeiros a investigar a interacdo entre o
TCF e a alta [CO»], representando, portanto, uma contribuigdo na compreensdo dos impactos
desses estressores na saude da tilapia do Nilo no sistema de cultivo. Além disso, os resultados
aqui apresentados suportam a hipotese de que os niveis elevados de CO> na agua podem
representar desafios fisiologicos para os peixes em ambientes de aquicultura. Este ¢ um campo
de interesse para muitos grupos de pesquisa e ndo ha davida de que recebera ainda maior

atengdo no futuro.
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