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RESUMO
TOXICIDADE DO INSETICIDA TIAMETOXAM PARA PEIXES TILAPIA-DO-
NILO (Oreochromisniloticus) E PACAMA (Lophiosilurus alexandri)

O tiametoxam é um inseticida neonicotindide usado em diversas culturas e classificado
como perigoso para 0 meio ambiente. Objetivou-se com esta pesquisa estudar a
toxicidade de um inseticida a base de tiametoxam (Actara 250WG®) para a tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus) e o pacamd (Lophiosilurus alexandri). Para tanto foram
realizados 3 experimentos, o primeiro consistiu na determinagdo da CI50 para a tilapia
do Nilo, no segundo, avaliou-se a toxicidade subletal (10%CL50) para tilapias juvenis,
por meio de aspectos histopatoldgicos do figado e alteracbes na bioguimica sérica. No
terceiro experimento foi avaliada a toxicidade aguda e crdnica para 0 pacama por meio
de aspectos histopatoldgicos do figado. A metodologia usada no primeiro experimento
foi a exposicao de alevinos de tilapias a cinco diferentes concentragées (150, 300, 450,
600 e 750 mg/L) do inseticida por um periodo total de 96 horas, além de um grupo
controle, com quantificacdo da mortalidade a cada 24 horas. No segundo experimento
juvenis de tilapia foram expostas a 32 mg/L(10% CL50) do inseticida e um grupo
controle por um periodo total de 360 horas, com 4 periodos amostrais (24, 96, 168 e 360
horas), nos quais foram feitas as coletas de sangue para analise bioquimica e
fragmentos de tecido hepatico para histopatologia e histomorfometria. No terceiro
experimento foram utilizados alevinos de pacama submetidos a cinco diferentes
concentracOes do inseticida (30, 60, 120, 240 e 480 mg/L) e um grupo controle por 15
dias, divididos em dois tempos amostrais, 96 horas e 15 dias, nesses periodos foram
executadas as coletas de tecido hepético para histopatologia. Como resultado, foi
determinado uma CI50 do Actara 250WG®, para alevinos de tilapias do Nilo de 322,08
mg/L. Na exposicdo a 10% da CL50, tilapias juvenis apresentaram diminuicdo da
proteina total e aumento nos trigliceridios séricos, além de maior grau de severidade de
necrose hepatica e pancreatica nos animais expostos ao inseticida em relagdo ao
controle. Para o pacamé foi determinada CL50 como superior a 100 mg/L e evidenciou-
se necrose hepéatica nos animais expostos, com o aumento do nimero de animais que
apresentavam essa alteracdo apds 15 dia de exposicdo. Para as duas espécies estudadas,

0 tiametoxam apresentou hepatotoxicidade.
Palavras-chave:CL50, histopatologia, bioquimica sérica, figado, Actara,
ecotoxicologia



ABSTRACT
THIAMETHOXAM TOXICITY FOR NILE TILAPIA (Oreochromis niloticus)
AND PACAMA (Lophiosilurus alexandri) FISHES

The thiamethoxam is a neonicotinoid insecticide used in different cultures and classified
as dangerous for the environment. The objective of this research was to study the
toxicity of an insecticide thiamethoxam (Actara 250WG®) for Nile tilapia
(Oreochromis niloticus) and Pacama (Lophiosilurus alexandri). Therefore, we
conducted three experiments, the first was the determination of LC50 for tilapia Nile,
the second evaluated the sublethal toxicity (10% LC50) for tilapia juveniles through
histopathological aspects of the liver and changes in serum biochemistry. In the third
experiment evaluated the acute and chronic toxicity to pacamd@ through
histopathological aspects of the liver. The methodology used in the first experiment was
the exposure of fingerling tilapia to five different concentrations (150, 300 , 450, 600
and 750 mg / L) of the insecticide for a total period of 96 hours, and a control group ,
with quantification of mortality every 24 hours. In the second experiment juvenile
tilapia were exposed to 32 mg / L ( 10 % LC50) and a control group for 360 hours , 4
sampling periods (24, 96, 168 and 360 hours), to which were made the blood samples
for biochemical analysis and liver tissue fragments for histopathology and
histomorphometry. In the third experiment were used fingerling pacama submitted to
five different concentrations of insecticide (30, 60 , 120, 240 and 480 mg / L) and a
control group for 15 days , divided into two sample days, 96 hours and 15 days, these
periods were executed collections of liver tissue for histopathology. As a result, it was
determined LC50 of Actara 250WG® to Nile tilapia fingerling of 322.08 mg / L. In
exposure to 10% of LC50, juvenile tilapia demonstrated decrease total protein and
increase in serum triglycerides and greater severity of liver and pancreatic necrosis in
exposed animals. For pacama LC50 was determined as more than 100 mg / L and liver
necrosis was evident in exposed animals with increasing occurrence after 15 day
exposure. For both species , thiamethoxam showed hepatotoxicity.

Keywords: LC50, histopathology, serum biochemical, liver, actara, ecotoxicology
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1 INTRODUCAO

No modelo agricola atual, os agrotoxicos sdo tidos como indispensaveis, sendo
também um dos principais poluentes quimicos que se difundem pelo planeta (Grisolia,
2005). Na ultima década, o mercado de agrotdxicos no Brasil expandiu rapidamente,
num ritmo muito maior do que o apresentado pelo mercado mundial, levando o Brasil a
alcancar a posicdo de maior consumidor mundial de agrotoxicos desde 2008 (Londres,
2011; Rigotto, 2014). A frequéncia de uso também é maior que a média verificada em
paises de altas latitudes, em funcdo do clima e dos métodos agricolas utilizados
(Grazziero, 2015). Apesar de Gteis na agricultura, a sua ampla utilizacdo tem perturbado
0 meio ambiente e organismos importantes ao ecossistema (U gurlu, 2015).

A base dos estudos de Toxicologia Aquatica é formada pelo desenvolvimento
principalmente de dois testes experimentais, os de toxicidade aguda e de toxicidade
cronica. Os testes de toxicidade aguda proporcionam rapidas respostas na estimativa dos
efeitos letais de um agente toxico sobre organismos aquaticos. Compreendem analises
experimentais de curta duracdo (24-96 horas), que visam determinar a concentracao
letal média (CL50). Os testes de toxicidade aguda geram dados que servem de base para
a elaboracdo de outros estudos subseqientes, como os testes de toxicidade crbnica e
avaliagBes de risco ecotoxicoldgico (Lombardi, 2004).

A capacidade de um pesticida causar danos aos peixes e a outros animais
aquaticos esta ligada a sua toxicidade, tempo de exposicdo, dose e persisténcia no
ambiente. Nem todos os pesticidas provocam morte imediata dos peixes e doses
subletais podem causar mudangas comportamentais, perda de peso, queda na resisténcia
e reducdo da resposta imunoldgica, dentre outros problemas (Helfrich et al., 1996).
Peixes sdo relativamente sensiveis a mudancas no ambiente e efeitos toxicos de
poluentes podem ser evidentes em nivel celular e tecidual, antes que mudancas
significativas no comportamento ou na aparéncia externa possam ser identificadas (van
Dyk, 2005).

As alteracdes biologicas que expressam a exposicdo e os efeitos tdoxicos dos
poluentes presentes no ambiente podem ser usadas para identificar sinais iniciais de

danos aos peixes, sugerir as relacdes de causa-efeito entre a exposicdo aos
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contaminantes e os efeitos observados no organismo e documentar os efeitos integrados
do estresse quimico nos peixes, atuando como biomarcadores da contaminacgdo aquatica.
Estes biomarcadores sdo excelentes ferramentas para monitorar a salde do ecossistema
aquatico e tém sido incluidos em varios programas de monitoramento ambiental
(Walker et al., 1996). A presenca de um composto xenobidtico por si s6, ndo indica
efeitos danosos, portanto conexdes devem ser estabelecidas entre a presenca do poluente
e seus efeitos deletérios sobre o ecossistema (Pampanin, 2006).

AlteracOes histologicas em tecidos de peixes constituem ferramentas sensiveis
para detectar os efeitos toxicos diretos de compostos quimicos em oérgdos-alvo e,
portanto, sdo indicadores potentes da exposicdo prévia a estressores ambientais
(Schwaiger et al., 1997). Lins (2010) ressalta que 6rgédos de contato direto com o agente
agressor, como as branquias e os 6rgdos de metabolismo e excrecdo de xenobidticos —
como o figado e o rim, podem indicar alteragdes de acdo tdxica aguda ou crénica desses
agentes em tecidos animais.

O tiametoxam é um inseticida neonicotindide de segunda geracdo que apresenta
classificacdo toxicologica Il (medianamente tdxico) e classe ambiental 11 (perigoso
para 0 meio ambiente). O mecanismo de acdo do Tiametoxam € por ligagdo nos
receptores nicotinicos da acetilcolina (Maiennfisch, 2001). Essa nova geracdo de
inseticidas veio substituir os organofosforados e carbamatos, os quais tem diminuido a
sua eficiéncia devido a resisténcia dos insetos, ou ainda, sendo menos utilizados
considerando o0 aumento das restricdes de seu uso, levando em consideracéo os aspectos
toxicoldgicos no campo (Tavares, 2011).

De acordo com levantamento realizado por Scorza Jr e Rigatano (2012) a
existéncia de alguns estudos sobre a degradacgéo, sorcéo e lixiviacdo do tiametoxam nas
condicdes edafoclimaticas brasileiras, demonstram a alta persisténcia e intensa
lixiviacdo nos solos. Em estudo realizado por Silva et al.(2014), foi demonstrado que o
tiametoxam é moderadamente persistente no solo e tem alto potencial de transporte
quando dissolvido em agua.

Os produtos a base de tiametoxam sdo utilizados em diversas culturas como:
abacaxi, abobrinha, alface, arroz, batata, berinjela, café, cana-de-acucar, citros, feijao-
vagem, fumo, macd, mamdo, melancia, meldo, morango, pepino, péssego, pimentao,

repolho, tomate e uva (Agrofit, 2012). Além do uso agricola, o tiametoxam tem sido
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prospectado para 0 uso em aquicultura, de acordo com Carraschi et.al (2014), o produto
apresenta alta eficacia no controle do parasita Anacanthor penilabiatus em Pacus.

Pouco se sabe sobre a toxicidade do tiametoxam para 0s organismos de agua
doce ndo-alvo e seu potencial efeito nos ecossistemas de agua doce (U gurlu, 2015).
Alguns autores consideram o Tiametoxam praticamente ndo tdxico para peixes
(Maeinfisch, 2001), no entanto, ainda s&o poucos os estudos realizados sobre os efeitos
do tiametoxam com esses animais. Carraschi et al.(2015) estudando os riscos ambientais
e ecotoxicologia do tiametoxam sobre pacus (Piaractus mesopotamicus) e mato-grosso
(H. eques) concluiu que o produto é ligeiramente toxico para as espécies estudadas e
que existe um risco de intoxicagdo ambiental.

Bose et al. (2011) observaram que em tilapias do Nilo expostas a doses subletais de
tiametoxam ocorreu um impacto significativo no crescimento dos animais e disturbios
hematologicos foram observados por Roy e Nath (2011). Neste contexto, torna-se
importante o estudo dos efeitos do tiametoxam em peixes e para iSso optou-se pela
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), espécie exdtica mais cultivada no Brasil e o
Pacamd, espécie nativa do Rio S&o Francisco, regido onde o inseticida tem ampla
utilizacdo (Bedor, 2007).

2. OBJETIVOS:

Geral:
Avaliar a toxicidade aguda e crénica de um inseticida a base de tiametoxam em
peixes das espécies Tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) e Pacamas (Lophiosilurus

alexandri) atraves de parametros biogquimicos e histopatoldgicos.

Especificos:
Determinar a CLso (concentracdo letal 50%) do tiametoxam para Tildpias do

Nilo (Oreochromis niloticus) e Pacamas (Lophiosilurus alexandri).

Avaliar o tecido hepético quanto ao aspecto histopatologico no teste de
toxicidade aguda e de toxicidade crénica com o tiametoxam para as duas

espécies.
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Avaliar perfil bioguimico de tildpias do Nilo submetidas a testes de toxicidade

aguda e crénica com o tiametoxam.

3. REVISAO DE LITERATURA

Nesta revisdo dissertamos sobre os aspectos gerais do impacto de agrotoxicos
sobre 0 ambiente aquatico, discorrendo sobre as espécies de peixes utilizadas nesse
estudo, o inseticida avaliado, os testes de toxicidade e por fim os parametros utilizados

para avaliar a toxicidade do produto estudado para as espécies em questao.

3.1 Oimpacto do uso de agrotéxicos no ambiente aquatico

Existem centenas, talvez milhares de poluentes que afetam o ambiente aquético
e cujos efeitos sdo preocupantes. Esse nimero cresce anualmente, considerando-se que
novos compostos e formulagBes sdo sintetizados. A poluicdo aquética estd comumente
associada a descarga de efluentes domésticos, industriais ou agricolas. Em areas
agricolas, a lixiviagdo de adguas superficiais e a infiltracdo da agua intersticial para rios e
lagos podem introduzir nutrientes e agrotdxicos, em quantidades substanciais, nesses
corpos d’agua. Os efeitos deste tipo de poluigdo podem ser sérios, mas freqiientemente
sdo menos 6bvios que agqueles de poluicdo originada em focos pontuais (Martinez e
Colus, 2002).

Uma das questdes mais importantes em relacdo a utilizacdo de agentes toxicos
nos tropicos refere-se ao uso indiscriminado de agroquimicos. A agroindUstria brasileira
utiliza uma ampla variedade de fungicidas, herbicidas e inseticidas, incluindo alguns
que ja foram proibidos em outros paises (Martinez e Colus, 2002; Londres, 2011). No
modelo agricola atual, os agrotdxicos sdo tidos como indispensaveis, sendo também um
dos principais poluentes quimicos que se difundem pelo planeta (Grisolia, 2005). Os
agrotdxicos sdo considerados 0s contaminantes aquaticos mais graves decorrentes das
atividades antropogénicas, justamente pelo fato de serem desenvolvidos para eliminar
formas de vida e, dessa maneira atingirem também, de modo letal, espécies ndo-alvo
(Grisolia, 2005).
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As emissOes de fontes pontuais sdo mais facilmente detectadas e controladas e
geralmente resultam de descargas diretas dos contaminantes nos corpos d’agua, ao
contrario, as fontes ndo pontuais sdo de dificil controle e variam com o tempo e espaco
podendo envolver rotas que resultam em deposicdo parcial dos contaminantes antes de
chegarem aos corpos d’agua, e um exemplo classico de poluigdo ndo pontual é o uso de
agrotdxicos nos solos (Costa et al, 2008).

Os agrotoxicos sdo um dos grupos mais estudados de contaminantes
ambientais. Eles diferem de outros produtos quimicos uma vez que a sua finalidade é
exibir atividade bioldgica e em funcdo disso sdo esperados possiveis efeitos sobre
organismos ndo-alvo. Como consequéncia, eles ttm um rico banco de dados
toxicolégicos e ecotoxicolégicos porque para a autorizacdo de uso € exigido uma
avaliagdo de risco formal. No entanto, existe a preocupacdo com potenciais efeitos
ambientais e para humanos, particularmente apds a exposicdo a longo prazo a niveis
baixos (Baltazar et al., 2014).

Apesar de ser exigido dados fisico-quimicos, ambientais e toxicoldgicos pelos
Orgdos reguladores no processo de registro de agrotdxicos, ainda restam muitas
incertezas no que diz respeito aos impactos do uso destas substancias sobre a saude
humana e 0 meio ambiente (Gomes e Barizon, 2014). O monitoramento e a avaliagdo
dos impactos do uso destas substdncias devem ser vistos como atividades essenciais
para garantir a sustentabilidade dos sistemas de producdo agropecuarios que utilizam
tais insumos (O liveira, 2005).

Na Ukima década o uso de agrotoxicos no Brasil assumiu proporcGes
assustadoras, alcancando a posi¢édo de maior consumidor mundial de agrotoxicos, tendo
ultrapassado a marca de 1 milh&o de toneladas em 2009 (Londres, 2011).

No Brasil, a regido do submédio S&o Francisco tem se destacado como uma das
principais areas de exploracdo e exportacdo da hortifruticultura irrigada do pais, tendo
mais de 51% da sua populacdo economicamente ativa empregada na agricultura. A
producdo de manga e uva irrigadas aparecem como principais monoculturas na regiao e
sdo exploradas por grandes e pequenos agricultores. Devido ao tipo de producéo
predominante, a principal classe de agrotoxicos utilizada na regido é a inseticida (56%),

seguida pelos fungicidas (30%), os herbicidas (7%), os reguladores de crescimento
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(4%), os acaricidas (2%) e os formicidas (1%). Entre os agrotoxicos mais vendidos na
regido estd o Actara, um inseticida a base de tiametoxam(Bedor, 2007).

A alta produtividade da videira na regido do Vale do S&o Francisco tem dado
destague a essa regido, no entanto, por se tratar de uma monocultura, cultivada em
grandes extensdes, necessita do uso constante de agrotdxicos e fertilizantes para garantir
essa produtividade, e dependendo da quantidade, do tipo e da forma como séo
utilizados, podem contribuir com a contaminagéo das aguas superficiais e subterraneas
(Silva et al.,2014), aliado a isso esta o descarte dos efluentes contaminados com
agrotoxicos originados das sobras de caldas de pulverizacdo e lavagem de equipamentos
que temsido um problema ambiental para a regido (Amorim, Junior etal.,2014).

A intensificacdo dos impactos ambientais sobre a ictiofauna da Bacia
Hidrografica do Rio So Francisco deve ser estancada e revertida em agfes préaticas de
revitalizacdo, que devem ter inicio pelo controle das atividades potencialmente danosas

e, posteriormente, por acdes praticas de conservacdo e de manejo (Alves et.al.,, 2011).

3.2 Espécies de peixes

A utilizacdo de invertebrados no monitoramento ambiental é comum, no
entanto, 0 nimero de trabalhos empregando peixes como bioindicadores de qualidade
dos ecossistemas aquaticos é crescente (Benjamim, 2014). Para a escolha do
organismo-teste alguns critérios de selecdo podem ser usados: abundancia e
disponibilidade, significativa representacdo ecoldgica, conhecimento da biologia,
fisiologia e habitos alimentares, estabilidade genética e uniformidade de populacdes,
baixo indice de sazonaliadade, sensibilidade constante e apurada,importancia comercial,
facilidade de cultivo em laboratorio, e se possivel, a espécie deve ser nativa para a
melhor representatividade dos ecossistemas (Rand e Petrocelli, 1995).

Entre as espécies aquaticas , 0s peixes sdo 0s principais alvos de contaminagao
de agentes toxicos e por isso estdo sendo amplamente utilizados para a avaliagdo da
gualidade do ambiente aquatico e, como tal pode servir como bioindicadores de

poluicdo ambiental (Firat, 2011).
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3.2.1. Tilapia do Nilo

A Tildpia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) € um peixe pertencente a familia
Cichlidae e originario do continente africano, nas bacias dos rios Nilo, Niger, Chade e
nos lagos do centro-oeste e que ja foi introduzida em mais de 100 paises de climas
tropicais e subtropicais (Vicente et al., 2014).

A tilapia-do-Nilo é considerada um exemplar exotico e foi introduzida
inicialmente no Brasil pelo Departamento Nacional de Obras Contra as Secas (DNOCS)
em 1971. Trata-se de uma espécie onivora que aceita com facilidade varios tipos de
alimento, décil ao manejo em todas as fases de cultivo, boa rusticidade, prolifica e de
facil dominio da reproducao (Tavares-Dias et al. 2000). Sua producéo cresce a cada ano,
e atualmente é o principal peixe em aquacultura no pais (Vicente et al., 2014).

O uso da tilapia como modelo para estudos toxicolégicos € valido devido as
caracteristicas apresentadas como rapido crescimento, adapatabilidade a dietas variadas,
alta resisténcia a doencas, praticas de manejo, facil reproducdo em cativeiro, e adequada
resisténcia a uma ampla variedade de condi¢bes ambientais (Fontainhas-Fernandes,
1998).

Figura 1. Exemplar de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus)
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3.2.2. Pacama

O Rio Sdo Francisco contém em sua fauna inUmeras espécies de peixes com
importancia ambiental, social e econdmica, seja nas proprias comunidades ribeirinhas,
seja em todo o territério nacional, uma dessas espécies nativas € o0 pacama
(Lophiosilurus alexandri) (Campeche et al., 2011).

O pacamd é um peixe carnivoro pertencente a Classe Actinopterygii; Ordem
Siluriformes; familia Pseudopimelodide; Género Lophiosilurus. Conhecido ainda como
pocomd, pacamao, niquim ou ainda, linguado do- S&o-Francisco (Reis et al., 2003). Esta
entre os bagres de maior interesse para aquicultura por apresentar carne com excelente
sabor e poucos ossos, além de ser utilizada em programas de repovoamento em
reservatorios (Shibatta, 2003; Luz et al, 2011), e ser comercializado como peixe
ornamental, fatos que reforcam ser essa uma espécie com potencial para criagcdo
comercial (Campeche, 2011). Além de ser um peixe que aceita com certa facilidade o
alimento inerte, ocorrendo a substituicdo do alimento vivo sem maiores problemas (Luz
etal, 2007).

Apresenta o corpo achatado dorso-ventralmente, coloragdo marrom pardacenta
na face dorsal com maculas pequenas, olhos muito pequenos e mandibula prognata
(Britski et al., 1988). E uma espécie sedentaria (Barros et al., 2007) e prefere ambientes

Iénticos e arenosos (Sato et al., 2003).

Figura 2. Exemplar de pacama (Lophiosilurus alexandri)

3.3 O inseticida tiametoxam

Desde a sua descoberta no final de 1980, os neonicotindides tornaram-se a classe

inseticida mais utilizada no mundo, com aplicagdes que véo desde a protecdo de plantas,
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produtos veterinaros, e biocidas para o controle de pragas de invertebrados em
piscicultura (Delso et al, 2015). O tiametoxam é um inseticida neonicotindide de
segunda geracdao cujo mecanismo de acdo é por ligacdo nos receptores nicotinicos da
acetilcolina (Maiennfisch, 2001). Essa nova geracdo de inseticidas, veio substituir os
organofosforados e carbamatos, os quais tem diminuido a sua eficiéncia devido a
resisténcia dos insetos, ou ainda, sendo menos utilizados considerando o aumento das
restricdes de seu uso, levando em consideragdo os aspectos toxicoldégicos no campo
(Tavares, 2011).

Os produtos comerciais com o ingrediente ativo tiametoxam sdo comercializados
pela Syngenta Protecdo de Cultivos LTDA com 0s seguintes nomes comerciais: Actara
10 GR, Actara 250 WG, Actara 750 SG, Adage 350 FS, Adage 700 WS, Centric,
Cruiser 350 FS, Cruiser 700 WS e Memory, a maioria com classificacdo toxicoldgica
11 (medianamente toxico) e classe ambiental 111 (perigoso para 0 meio ambiente), com
excecdo do Actara 750 SG, Centric e Memory, que apresentam classificacdo
toxicolégica Il (altamente tdxico). Alem desses produtos formulados, existem outros
produtos onde o tiametoxam aparece em associagdo a outros ingredientes ativos
(Agrofit, 2016).

De acordo com o indice monografico da ANVISA, o tiametoxam apresenta
nome quimico (3-(2-cloro-1,3-tiazol-5-ilmetil)-5-metil-[1,3,5] oxadiazinan-4-ilideno-N-

nitroamina), com formula bruta CgH10CLNsO3S e a seguinte formula estrutural:

O, 0O
| N

(T e

Fig 3. Formula estrutural do Tiametoxam
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O tiametoxam é autorizado para uso agricola em diferentes modalidades de
emprego, aplicacdo no solo nas culturas de abacaxi, abobrinha, alface, arroz, batata,
berinjela, café, cana-de-agUcar, citros, feijdo-vagem, fumo, macd, mamdo, melancia,
meldo, morango, pepino, péssego, pimentdo, repolho, tomate e uva. Aplicacdo em
sementes de algoddo, amendoim, arroz, batata, cevada, feijdo, girassol, milho,
pastagem, soja, sorgo e trigo. Aplicacdo foliar nas culturas de alface, algoddo, alho,
alho-porro, agrido, amendoim, arroz, aveia, batata, cana-de-agucar, cebola, cebolinha,
cevada, citros, coentro, crisantemo, ervilha, feijdo, figo, fumo, girassol, mamao,
mandioca, manga, melancia, meldo, milho, morango, palma forrageira, pastagem,
pepino, pimentdo, repolho, rosa, soja, sorgo, tomate, trigo e uva.

Aplicacdo no tronco de citros. Aplicacdo por imerséo de pedunculos de abacaxi
e de mudas de eucalipto. Aplicacdo no solo, em sulco de plantio e através de tratamento
industrial de propagulos vegetativos (mudas) antes do plantio na cultura de cana-de-
acucar e aplicacdo em sulco de plantio na cultura de milho (Anvisa, 2016). Além do uso
para controle de insetos em diferentes culturas, Carraschi (2011) citou o produto como
potencial terapéutico para controle de ectoparasitas em aquicultura.

De acordo com levantamento realizado por Scorza Jr e Rigatano (2012) a
existéncia de alguns estudos sobre a degradacgéo, sorcéo e lixiviacdo do tiametoxam nas
condicBes edafoclimaticas brasileiras, demonstram a alta persisténcia e intensa
lixiviacdo nos solos. Considerando-se as caracteristicas do clima e do solo da regido do
Submédio do Sdo Francisco e por se tratar de area irrigada, os riscos de contaminagéo
das aguas superficiais e subterraneas ndo podem ser desprezados. Somam-se a este fator
de risco as caracteristicas fisicas dos solos da regido (predominantemente areias
quartzosas, podzolicos, latossolos vermelho-escuro, latossolos vermelho-amarelo e
vertissolos) que propiciam a lixiviacdo dos agrotoxicos para camadas mais profundas,
favorecendo contaminagdes subterraneas e superficiais (Ferracini, 2001).

Alguns autores consideraram o tiametoxam praticamente ndo toxico para peixes
(Maeinfisch, 2001), no entanto, ainda sdo poucos os estudos realizados sobre os efeitos
do tiametoxam em peixes, em especial em espécies nativas do Brasil. Carraschi (2011)
estudando os riscos ambientais e ecotoxicologia do tiametoxam sobre pacus (Piaractus
mesopotamicus), concluiu que o produto é ligeiramente toxico para a espécie estudada,

que existe um risco de intoxicacdo ambiental e que a presenca do tiametoxam diminui o
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oxigénio dissolvido na &gua. Bose et.al., (2011) observaram que em tilapias do Nilo
expostas a doses subletais de tiametoxam ocorreu um impacto significativo no
crescimento dos animais e distdrbios hematoldgicos foram observados por Roy e Nath,
2011.

34 Testes de toxicidade

A avaliacdo do impacto do uso de agrotoxicos sobre organismos ndo-alvo é
realizada por meio de um elenco de testes. Sdo considerados, em tais testes, organismos
representativos dos principais grupos que sofrem a acéo toxica desses compostos, como
pequenos mamiferos e passaros, microorganismos do solo, insetos polinizadores, como
as abelhas e as vespas, e organismos aquaticos, como peixes, zooplancton, fitoplancton
e microcrustaceos (Grisolia, 2005).

Os testes de toxicidade s&o ensaios laboratoriais utilizados para estimar a
toxicidade de substancias, para tanto, organismos-testes sdo expostos a diferentes
concentragbes da substancia estudada e os efeitos toxicos produzidos sdo observados e
guantificados (Costa et al, 2008). A ecotoxicologia aquatica avalia o efeito de
substancias toxicas sobre organismos do ecossistema aquatico (Rand et al, 1995) e séo
testes bastante utilizados uma vez que oS ecossistemas aquaticos constituem o0s
principais receptores de contaminantes (Benjamim, 2014). Os testes ecotoxicoldgicos
para monitoramento e avaliacdo da qualidade da dgua, tem se tornado bastante comuns
nos Gltimos anos no Brasil (Magalhdes e Ferrdo-Filho, 2008).

Os testes de toxicidade para peixes surgiram primeiramente na Gra-Bretanha nas
décadas de 1920 e 1930, onde 0s peixes eram expostos a dguas de drenagem de minas
de chumbo e zinco. Na década de 1940 surgiram os primeiros estudos recomendando o
uso de testes com peixes para avaliar a toxicidade de despejos industriais. Somente na
década de 1960, os testes de toxicidade aguda foram padronizados dentro de
metodologias em Toxicologia Aquatica (Bertoletti, 1990). No Brasil, a primeira
iniciativa em termos metodoldgicos aconteceu em 1975, num programa internacional de
padronizacdo de testes de toxicidade aguda com peixes, desenvolvido pelo Comité
Técnico de Qualidade das Aguas da International Organization for Standardization

(ISO),com participacdo da Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental do
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estado de Sdo Paulo (CETESB) a convite da Associagcdo Brasileira de Normas Técnicas
(Zagatto e Bertoletti, 2006).

Os Testes de toxicidade sdo ferramentas desejaveis para avaliar a qualidade das
aguas, uma vez que somente a quantificacdo de pardmetros fisico-quimicos ndo séo
capazes de revelar as substancias que afetam os sistemas biologicos e as inertes no
ambiente e com isso avaliar o risco ambiental dos contaminantes. As analises quimicas
identificam e quantificam as concentracfes das substdncias toxicas e o0s testes de
toxicidade avaliam os efeitos sobre sistemas bioldgicos, portanto, as duas analises se
complementam (Costa et al, 2008). Somente os resultados de analises quimicas ndo
retratam o impacto ambiental causado pelos poluentes porque ndo demonstram 0s
efeitos sobre o ecossistema. Somente os sistemas biologicos podem detectar os efeitos
toxicos das substancias (Magalhdes e Ferrdo-Filho, 2008).

A base dos estudos de Toxicologia Aquética € formada pelo desenvolvimento
principalmente de dois testes experimentais, os de toxicidade aguda e o de toxicidade
cronica (Lombardi, 2004). Para adquirir conhecimentos sobre os efeitos dos agentes
quimicos para a biota aquatica, tém sido utilizados testes de toxicidade com organismos
de dguas continentais, estuarinas e marinhas, em condicdes laboratoriais e/ou de campo.
Esses testes possibilitam estabelecer limites permissiveis para varias substancias
quimicas e, ainda, avaliar o impacto de misturas de poluentes sobre os organismos
aquaticos dos corpos hidricos receptores (Bertoletti, 1990).

Os testes de ecotoxicidade detectam a capacidade inerente de um agente toxico
ou uma mistura em produzir efeitos deletérios nos organismos vivos, permitindo avaliar
em gque medida as substancias sdo nocivas, como e onde se manifestam os efeitos
(Magalhaes e Ferrao-Filho, 2008).

Segundo Rand e Petrocelli (1985), a caracterizacdo dos efeitos toxicos de
substancias quimicas e de outras substancias antropogénicas nos organismos aquaticos
pode se dar pela mortalidade (efeito letal), por alteragbes no crescimento, no
desenvolvimento e na reproducdo e pela presenca de fendbmenos patologicos,
bioquimicos e fisiologicos (efeitos subletais). De acordo com esses mesmos autores,
pode-se encontrar, sob a denominacdo de bioensaios, diversas modalidades de testes,

como teste de toxicidade aguda, de toxicidade cronica, de biodegradacédo e de
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bioacumulacdo, além dos testes subletais, que podem ser resumidos em trés grupos
basicos: bioquimicos / fisioldgicos, histoldégicos e comportamentais.

Os testes de toxicidade aguda proporcionam rapidas respostas na estimativa dos
efeitos letais de um agente toxico sobre organismos aquaticos. Compreendem analises
experimentais de curta duracdo (24-96 horas), que visam determinar a concentracao
letal média (CL50), que é definida como a concentracdo do agente toxico que causa
mortalidade de 50% na populacdo dos organismos submetidos ao teste. O indice exato
de 50% de mortalidade dificilmente pode ser atribuido com precisdo a uma determinada
concentragdo testada, este valor deve ser estimado atraves de analise grafica da curva de
mortalidade e/ou, principalmente, através de métodos estatisticos desenvolvidos para
ISSO.

Os testes de toxicidade crOnica simulam a situagdo ambiental na qual o
organismo é exposto, durante longos periodos de tempo, a baixas concentragdes de um
agente toxico, para o estudo de efeitos ndo letais, geralmente abordam apenas uma fase
do ciclo de vida que pode variar de sete dias a meses (Lombardi, 2004).

Os efeitos agudos, no ambiente aquético, provocados por agentes toxicos em
organismos, podem ocorrer como resultado de aplicacdes inadequadas de agrotoxicos,
acidentes ambientais, efluentes industriais ndo tratados lancados em corpos d’agua
receptores. O fato de uma substancia quimica ndo produzir efeitos toxicos em testes de
toxicidade aguda ndo indica que ndo seja tdxica para 0s organismos testados. Os testes
de toxicidade crénica permitem avaliar efeitos toxicos de exposicdes prolongadas a
doses sub- letais, que permitem a sobrevivéncia dos organismos, mas que podem afetar
suas funcdes bioldgicas (Costa et al, 2008).

Para os testes de toxicidade aguda existem trés tipos de sistema: sistema estatico,
onde ndo ha renovacdo da solugéo teste; sistema semi-estatico, com renovagao periodica
da solucdo; e o sistema de fluxo continuo, com renovagdo continua da solugéo teste
(Machado, 1999). Os testes de toxicidade aguda geram dados que servem de base para a
elaboracdo de outros estudos subseqientes, como os testes de toxicidade crbnica e
avaliacOes de risco ecotoxicoldgico (Lombardi, 2004).

Saliente-se que as concentragdes subletais de produtos toxicos no ambiente
aquatico ndo necessariamente resultam em mortalidade imediata dos organismos,

entretanto elas tém significantes efeitos sobre os individuos, podendo provocar
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inimeros distdrbios fisiologicos. Os efeitos subletais muitas vezes se manifestam
atingindo as estruturas celulares do organismo, de forma molecular e biogquimica, ou
mesmo o préprio material genético (Ferreira, 2004).

A analise estatistica desempenha papel importante na anélise e interpretacdo dos
resultados obtidos nos testes de toxicidade. Dentre os métodos para determinar CL50
encontram-se 0 método Probit, o método Logit e os métodos Spearman-Karber e
trimmed Spearman-Karber (APHA,1998).0s dois primeiros sdo métodos parametricos e
ndo Vvalidos para curvas dose-resposta assimétricas. Os outros dois métodos sdo nao
paramétricos que tem boas propriedades estatisticas, recomendados para calculos
precisos de CI50 com intervalo de confianca de 95% e sdo validos para curvas dose-
resposta simétricas assimétricas(APHA,1998; Hamilton,1977).

A capacidade de um pesticida causar danos aos peixes e a outros animais
aquaticos estd ligada a sua toxicidade, tempo de exposicdo, dose e persisténcia no
ambiente. Nem todos os pesticidas provocam morte imediata dos peixes e doses
subletais podem causar mudangas comportamentais, perda de peso, queda na resisténcia
a temperaturas extremas e reducdo da resposta imunoldgica, dentre outros problemas
(Helfrich et al., 1996).

As alteracdes bioldgicas que expressam a exposicdo e os efeitos toxicos dos
poluentes presentes no ambiente podem ser usadas para identificar sinais iniciais de
danos aos peixes, sugerir as relagdes de causa-efeito entre a exposicdo aos
contaminantes e os efeitos observados no organismo e documentar os efeitos integrados
do estresse quimico nos peixes, atuando como biomarcadores da contaminagéo aquatica.
Estes biomarcadores sdo excelentes ferramentas para monitorar a salde do ecossistema
aquatico e tém sido incluidos em varios programas de monitoramento ambiental
(Walker et al, 1996). Os contaminantes podem manifestar seus efeitos nos peixes em
varios niveis de organizacdo como: alteragbes estruturais em oOrgaos e tecidos,
transtornos fisiol6gicos e modificacbes que podem prejudicar o crescimento e a
reproducdo (Adams, 1990).
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3.5  Parametros bioquimicos

Muitas mudancas fisiologicas que ocorrem em resposta a disturbios
ambientais vém sendo utilizadas rotineiramente para avaliar o estado de estresse em
peixes. Essas respostas ao estresse sdo identificadas através de varias alteracGes,
incluindo as respostas comportamentais, varidveis hematologicas e principalmente os
marcadores bioquimicos. (El-Sayed et al., 2007).

Alteracbes no nivel biogquimico oferecem vantagens como biomarcadores
considerando-se que sdo usualmente as primeiras respostas passiveis de serem
guantificadas e detectadas. Varios parametros bioguimicos de peixes tem sido utilizados
como biomarcadores devido as suas respostas a substancias toxicas (Martinez, 2006).

As respostas primarias de estresse em peixes incluem algumas mudancas
hormonais, em particular os niveis de cortisol e catecolaminas circulantes. As respostas
secundérias, que podem ou ndo serem causadas diretamente pela resposta enddcrina,
incluem alteracbes na glicose sanguinea, &cido lactico, ions, niveis teciduais de
glicogénio. As respostas terciarias, incluindo alteragdes no crescimento, resisténcia a
doencas e comportamento, podem resultar direta ou indiretamente destas respostas
primarias e secundarias (Barton, 2002).

Qualguer mudanca no ambiente externo pode provocar uma disfuncdo no
sangue e consequentemente ter efeitos graves sobre atividades fisiologicas, tais como a
resisténcia a doenca, metabolismo, reproducdo e desempenho. Estas alteracbes nos
componentes sanguineos podem ser utilizadas como indicadores de diagndstico
(Fagbuaro, etal., 2016).

As mudancas no perfil bioquimico refletem no metabolismo e em processos
celulares do organismo, resultantes dos efeitos de varios poluentes, agentes estressores e
patdgenos, tornando possivel estudar os mecanismos dos efeitos destas influéncias
externas (Luskova et al,. 2002). A avaliagdo da bioquimica do sangue na aquicultura
também € promissora, uma vez que expressa correlacdo com a qualidade da agua,
doencas infecciosas e exposicao a poluentes (Chenetal., 2003).

Os metabolitos (colesterol, glicose, proteinas totais, triglicerideos) estéo
relacionados com a capacidade funcional dos 6rgdos, por isso 0s testes sdo direcionados

para produtos de metabolismo final (EI-Sayed et al., 2007). Glicose sanguinea € uma
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importante fonte de energia para muitas celulas e é normalmente mantida pela quebra de
carboidratos da dieta e por um complexo sistema de producdo endogena (Fagbuaro, et
al., 2016). Estes metabolitos de alta influéncia estressora podem ser utilizados em
conjunto com a analise de enzimas para avaliar o estado clinico e produtivo do animal
(Mattioli, 2014)

Varias enzimas soliveis do soro sanguineo tem sido consideradas como
indicadores relevantes de estresse, portanto, niveis séricos de ALT, AST, FA, e LDH
tem sido comumente usadas no diagnéstico de doencas de peixes, bem como na
deteccdo de danos teciduais causados pela poluicdo ambiental (Firat, 2011). O aumento
da atividade da enzima ALT pode ser relacionado a mudangas na estrutura histoldgica
de tecidos hepaticos e extrahepaticos (El-Sayed et al., 2007). A dosagem de enzimas
plasmaticas tem um diagnéstico potencial na toxicologia e patologia de peixes, porque a
atividade dessas enzimas pode informar sobre danos celulares em érgdos especificos. O
figado é rico em aspartato aminotransferase (AST) e mudancas nos niveis plasmaticos
dessa enzima podem ser indicio de uma disfuncdo hepatica (Melo, 2008).

De um modo geral, os resultados da ALT, AST, FA, e LDH indicam alteragdes
degenerativas e hipofuncéo do figado. Como os efeitos toxicos sobre os hepatdcitos sao
sob a forma de danos teciduais, logo, as enzimas celulares séo liberadas a partir das
células para o soro sanguineo. Portanto, 0 aumento de atividade enziméatica no soro é
principalmente devido & saida destas enzimas do citosol do hepatdcito para a corrente
sanguinea, como resultado de danos no figado o que da uma indicacdo do efeito
hepatot6xico (Firat, 2011).

Portanto, alteracdes em parametros séricos podem ser resultado de dano a um
tecido alvo (figado, branquias, e rim) e disfuncdo induzida por substancias toxicas,
podendo esses parametros serem utilizados como indicadores rapidos e sensiveis de
monitorizacdo em relacdo a impacto das substancias toxicas nos organismos aquaticos e

emtodo o ecossistema (Firat, 2011).
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3.6 Histopatologia e Morfometria

InvestigagBes histopatologicas tem se mostrado como uma ferramenta sensivel
para detectar efeitos diretos de compostos quimicos em Orgdos-alvo de organismos
aquaticos em experimentos laboratoriais. Agrotdxicos causam mudangas bioquimicas e
histopatoldgicas em peixes e outros organismos agquaticos e essas mudancas sao Uteis

para detectar o efeito de poluentes em varios tecidos e 6rgdos (Ugurlu, 2015).

Em ambientes aquaticos degradados, principalmente onde ocorrem poluentes em
niveis subletais e cronicos, as mudancas estruturais e funcionais nos organismos
aquaticos ocorrem mais freqlentemente do que mortalidade em massa, e isto justifica a
utilizacdo da analise morfolégica de 6rgdos como um dos métodos para avaliar o efeito
de poluentes sobre peixes (Poleksic; Mitrovic-tutundzic, 1993). Os biomarcadores
histopatoldgicos séo preciosos como indicadores de salde geral de peixes, pois refletem
os efeitos de exposicdo a uma variedade de poluentes antropogénicos (van der Oost et
al., 2003).

Alteracbes histoldgicas em tecidos de peixes constituem ferramentas sensiveis
para detectar os efeitos tdxicos diretos de compostos quimicos em oérgdos-alvo e,
portanto, sdo indicadores potentes da exposicao prévia a estressores ambientais (Hinton
et al, 1992; Schwaiger, et al., 1997). A histopatologia traduz a lesdo integrada em
funcédo da duracdo e intensidade da exposicao sofrida e a capacidade adaptativa de um

determinado tecido (Ferreira, 2004).

A histologia do figado de peixes difere da de mamifero, uma vez que ha uma
menor tendéncia para a disposicdo dos hepatocitos em cordas ou l6bulos e as tipicas
triades portais do figado de mamiferos ndo sdo aparentes. Os hepatdcitos sdo poligonais
e tem um ndcleo central distinto com cromatina densamente corada e um proeminente
nucléolo. Os hepatdcitos estdo geralmente cheios de glicogénio ou gordura, no entanto,
quando a alimentacdo é ligeiramente inferior a ideal e durante a inanicdo as células
podem estar diminuidas de volume e todo o figado com pigmentos cerdides amarelados
(Roberts, 2012).
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A exposicdo de peixes a agentes quimicos ambientais pode induzir lesbes em
diferentes 6rgdos e Bernet et al. (1999) cita, dentre os considerados mais importantes
como biomarcadores, as branquias, o figado e os rins.

O figado é considerado o principal 6rgdo responsavel pelo metabolismo das
substancias quimicas, por meio de diferentes reacdes e processos enzimaticos. No
processo de biotransformacédo, a toxicidade de compostos quimicos pode ser alterada
pelos mecanismos de detoxificacdo, originando muitas vezes, metabolitos mais toxicos
gue o produto de origem. O figado é um dos 6rgdos que tendem a concentrar as
substancias toxicas em niveis superiores aos da corrente sanguinea. No homem, 0s
efeitos das substancias hepatotoxicas incluem o aumento de volume do 6rgdo, a
necrose, a infiltracdo linfocitica, a fibrose, a cirrose, além das alteracdes granulomatosas
e o cancer (Pedrozo et al., 2002).

Andlises histoldgicas em drgaos de peixes, especialmente o figado, mostraram
ser uma ferramenta sensivel para avaliar tanto processos adaptativos quanto efeitos
prejudiciais induzidos por poluentes organicos. O figado de peixes é considerado o mais
importante sitio anatbmico de armazenamento, biotransformacdo e excrecdo de
pesticidas (Cengiz E Unlu, 2006). Em nivel mundial, estudos intensivos e detalhados de
lesbes hepdticas representam os exemplos mais convincentes de relacdo causal entre
doencas em peixes e poluicdo do ambiente aquatico (van der Oost et al., 2003). A
disfuncdo hepética € uma resposta comum a agentes quimicos e dentre uma variedade
de biomarcadores disponiveis encontram-se as alteragdes histoldgicas (Timbrell, 1998).

Os métodos de escolha em muitos estudos de histologia hepatica sdo
semiguantitativos, uma vez que ndo sdo demorados e sdo mais faceis para avaliacéo,
mas ndo sdo objetivos como os outros. Os métodos morfométricos sdo mais relevantes
do que os semiguantitativos, mas as amostras geralmente ndo sdo coletadas

sistematicamente, o que pode levar a erro (Raskovi¢, 2011).
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Resumo: O tiametoxam é um inseticida neonicotindide usado em diversas culturas e
classificado como perigoso para 0 meio ambiente. O objetivo do trabalho foi avaliar a
toxicidade aguda do inseticida através da determinacdo da CL50% e risco
ecotoxicolégico com mensuracdo da concentracdo ambiental estimada (CAE) e do
Quociente de Risco (QR). O experimento foi realizado com alevinos de tilapias
expostas a 150, 300, 450, 600 e 750mg/L de Actara WG por um periodo total de 96
horas. O oxigénio dissolvido, pH e temperatura foram mensurados diariamente em
todos os aquarios. Nos grupos experimentais houve uma variacdo dos valores de pH e
de OD para as diferentes concentragdes do inseticida. A CL50% 96hs do Actara® para
alevinos de tilapia foi de 322,08 ppm. O quociente de risco (QR) variou de baixo a alto
de acordo coma metodologia usada.

Palavras chave: ecotoxicologia, peixe, Actara, CL50.

Abstract: The neonicotinoid insecticide thiamethoxam is used in different cultures and
classified as dangerous for environment. The aim of this study was to evaluate the acute
toxicity of thiamethoxam by determining the lethal concentration (LC50) and
ecotoxicological risk throught Estimated Environmental Concentration (EEC) and Risk
Quotient (RQ) measurement. The assays were done with Tilapia fingerlings exposed to
150, 300, 450, 600 and 750mg / L Actara WG during 96 hours. Dissolved oxygen, pH

and temperature were measured daily in all aguariums. Dissolved oxygen and pH
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varied in the experimental groups. The LC50 Actara®; 96 h was 322.08 ppm. The risk
quotient (RQ) ranged from low to high according to the methodology used.
Key-words: ecotoxicology, fish, Actara, LC50

Introducédo

No modelo agricola atual, os agrotoxicos sdo tidos como indispensaveis, sendo
também um dos principais poluentes quimicos que se difundem pelo planeta (Grisolia,
2005). Na ultima década o mercado de agrotdéxicos no Brasil expandiu rapidamente,
num ritmo muito maior do que o apresentado pelo mercado mundial, levando o Brasil a
alcancar a posicdo de maior consumidor mundial de agrotoxicos desde 2008 (Londres,
2011; Rigotto, 2014). A frequéncia de uso também é maior que a média verificada em
paises de altas latitudes, em funcdo do clima e dos métodos agricolas utilizados
(Grazziero, 2015). Apesar de Uteis na agricultura, a sua ampla utilizacdo tem perturbado
0 meio ambiente e organismos importantes ao ecossistema (U gurlu, 2015).

A base dos estudos de Toxicologia Aquética € formada pelo desenvolvimento
principalmente de dois testes experimentais, os de toxicidade aguda e de toxicidade
cronica. Os testes de toxicidade aguda proporcionam rapidas respostas na estimativa dos
efeitos letais de um agente toxico sobre organismos aquaticos. Compreendem analises
experimentais de curta duracdo (24-96 horas), que visam determinar a concentracao
letal média (CL50%). Os testes de toxicidade aguda geram dados que servem de base
para a elaboracdo de outros estudos subsequentes, como os testes de toxicidade crbnica
e avaliagdes de risco ecotoxicoldgico (Lombardi, 2004).

O tiametoxam é um inseticida neonicotindide de segunda geracdo que apresenta
classificacdo toxicologica Il (medianamente tdxico) e classe ambiental 11 (perigoso
para 0 meio ambiente). O mecanismo de a¢do do Tiametoxam é por ligacdo nos
receptores nicotinicos da acetilcolina (Maiennfisch, 2001). Essa nova geracdo de
inseticidas veio substituir os organofosforados e carbamatos, 0s quais tem diminuido a
sua eficiéncia devido a resisténcia dos insetos, ou ainda, sendo menos utilizados
considerando o aumento das restri¢des de seu uso, levando em consideragdo os aspectos
toxicoldgicos no campo (Tavares, 2011). Pouco se sabe sobre sua toxicidade para 0s
organismos de agua doce ndo-alvo e seu potencial efeito nos ecossistemas de dgua doce
(U gurly, 2015).
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Os produtos a base de tiametoxam sdo utilizados em diversas culturas como:
abacaxi, abobrinha, alface, arroz, batata, berinjela, café, cana-de-agucar, citros, feijao-
vagem, fumo, macd, mamao, melancia, meldo, morango, pepino, péssego, pimentao,
repolho, tomate e uva (Agrofit, 2012). Além do uso agricola, o tiametoxam tem sido
prospectado para 0 uso em aquicultura, de acordo com Carraschi et al. (2014), o produto
apresenta alta eficacia no controle de Anacanthorus penilabiatus em Pacus.

De acordo com levantamento realizado por Scorza Jr e Rigatano (2012) a
existéncia de alguns estudos sobre a degradagéo, sorgéo e lixiviacdo do tiametoxam nas
condicOes edafoclimaticas brasileiras, demonstram a alta persisténcia e intensa
lixiviacdo nos solos. Em estudo realizado por Silva et al. (2014) foi demonstrado que o
tiametoxam é moderadamente persistente no solo e tem alto potencial de transporte
quando dissolvido em agua.

Alguns autores consideram o Tiametoxam praticamente ndo toxico para peixes
(Maeinfisch, 2001), no entanto, ainda sdo poucos os estudos realizados sobre os efeitos
do tiametoxam com esses animais. Carraschi (2014) estudando os riscos ambientais e
ecotoxicologia do tiametoxam sobre Pacus (Piaractus mesopotamicus), relata que o
produto é ligeiramente toxico para a espécie estudada, que existe um risco de
intoxicagdo ambiental e que a presencga do tiametoxam diminui o oxigénio dissolvido na
agua.

Bose et al. (2011) observaram que em tilapias do Nilo expostas a doses subletais
de tiametoxam ocorreu um impacto significativo no crescimento dos animais e
disturbios hematoldgicos foram observados por Roy e Nath, (2011). Neste contexto
torna-se importante o estudo dos efeitos do tiametoxam em peixes e para isso optou-se
pela tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), espécie exotica mais cultivada no Brasil.
Desta forma o objetivo desse trabalho foi avaliar a toxicidade aguda do tiametoxam
através da determinacdo da concentracdo letal 50% (CL50) para tilapias do Nilo e o

risco ecotoxicol6gico de seu uso.

Material e métodos

O experimento conduzido foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
da Escola de Medicina Veterinéria e Zootecnia da Universidade Federal da Bahia, sob o
namero 36/2014.
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O experimento foi realizado com 240 alevinos de Tilapias (Oreochromis
niloticus), adquiridos de uma piscicultura comercial, com peso médio de 0,55 +0,13g e
clinicamente higidos. Os animais ao chegarem foram colocados em tanques de fibra de
vidro de 500L,com aeracdo artificial, onde foram mantidos para aclimatagdo por 10
dias. Os animais foram alimentados com racdo comercial prépria para a espécie, trés
vezes ao dia, durante a aclimatacdo, sendo a alimentacdo suspensa 24 horas antes do
inicio do experimento, de acordo com as recomendacfes das normas de ensaio de
toxicidade aguda com peixes da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas — ABNT
(ABNT, 2011).

O inseticida utilizado foi o Actara 250WG®, produto comercial a base de
Tiametoxam, comercializado pela Syngenta Protecdo de Cultivos LTDA. Na sua
composicdo estdo presentes 250g/kg de 3—(2—CLoro—tiazo-5—ilmetil)—5—metil—[1,3,5]
oxadiazinan—4—ilideno—N—nitroamina ¢ 750 g/kg de ingredientes inertes.

Os parametros de qualidade da &gua como oxigénio dissolvido, pH e
temperatura foram mensurados diariamente em todos o0s aquarios.O oxigénio dissolvido
foi medido com medidor de oxigénio dissolvido (Instrutherm MO-880); o pH por meio
de medidor de pH digital portatil  (Instrutherm pH-1700); a temperatura com
termometro de digital (TE-300).

O experimento foi realizado num periodo total de 96 horas, com observacao e
quantificacdo de mortalidade a cada 24 horas. Para tanto, foram utilizadas 24 caixas
plasticas com 20 litros de agua declorada, em sistema estatico com aeracao artificial.
Foram utilizadas cinco diferentes concentra¢cbes do inseticida e um controle (sem
inseticida), com 4 repeti¢cGes por tratamento. As concentragdes utilizadas foram 150,
300, 450, 600 e 750mg/L de Actara WG.

Foram utilizados dez peixes por caixa, perfazendo um total de 40 peixes por
tratamento. A partir da mortalidade diaria foi calculada a CL50%. Os riscos
ecotoxicologicos foram avaliados a partir do calculo da concentracdo ambiental
estimada (CAE) e do Quociente de Risco (QR). Para o céalculo da CAE, foram
considerados os cenarios de um reservatdrio de 1 hectare de &rea com 0,3 m de
profundidade e com 2,0 m de profundidade, embasado em trabalho descrito por
Manrique et al. (2013).
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Os célculos foram realizados para uma diluicdo de 100% da maior dose
recomendada na bula do Actara, que € de 2000 g i.a./ ha. A CAE refere-se a razdo entre
100% da maior dose recomendada e o volume total do reservatério. Para o calculo do
Quociente de Risco (QR) que € revelado a partir da razdo entre CAE e CL50%, foram
utilizadas as CAE’s calculadas conforme mencionadas anteriormente, assim cOmo uma
CAE de 75mg/L, que representa a concentracdo mais eficaz no controle de parasitas em
Pacus (Carraschiet al., 2014).

As CL50% utilizadas foram baseadas no produto formulado, assim como na
porcentagem de ingrediente ativo presente no produto (25%). A classificacdo de risco
foi baseado nos indices da USEPA (1996).

Para a determinacdo da CL50% os dados de mortalidade observados foram
avaliados com o programa estatistico TrimedSpermanKarber (Hamilton et al., 1977). Os
dados foram analisados por meio do programa computacional Statistical Analysis
System (SAS 2002), utilizando-se o procedimento GLM. Para todas as analises
estatisticas realizadas foi adotado o nivel de significancia (P) de 5%. Nos casos em que
houve significancia no teste F as médias de pH e de oxigénio dissolvido na 4gua (OD)
foram submetidas a analises de regressao, por se tratar de dados continuos. Realizou-se,
também, analise de regressdo para a mortalidade de alevinos em funcdo da concentragdo

do inseticida.

Resultados e Discussao

A qualidade da agua manteve-se dentro da normalidade durante o experimento
nos grupos controle, com um pH médio em torno de 8,1 £0,1; oxigénio dissolvido (OD)
de 7,1 £ 0,4mg/l e uma temperatura de 27,4 + 0,3°C. A temperatura, OD e pH da agua
numa situacdo de conforto para peixes tropicais deve estar entre 28-32°C, superior a
5mg/Le entre 6,5-8,0, respectivamente (Kubtiza e Kubtiza, 2000; Brasil, 2005). Nos
grupos experimentais houve uma variagdo dos valores de pH (Fig.1) e de OD (Fig.2)
para as diferentes concentracdes do inseticida, com valores de pH variando de 5,2 a 8,2
e de OD de 3,7 a 7,5mg/L, embora sem correlacdo linear significativa entre essas

variaveis e sem que atingissem valores letais de pH ou de OD para 0s peixes.



49

9
8 .
7 .
6 .
EOh
T > ]
o O24h
4 -
E48h
3 -
B72h
2 -
E96h
1 -
O .
0 150 300 450 600 750
Concentragdo de Tiametoxan (mg/L)

Figura 1. Variacdo do pH da dgua em funcdo do tempo de exposicao ao inseticida, para
diferentes concentragdes de Tiametoxam

8
7
6
=5 moh
%
E4 m24h
[a]
O3 B 48h
2 m72h
m96h

[EEY

0 150 300 450 600 750
Concentragio de Tiametoxan (mg/L)

Figura 2. Variacdo do Oxigénio Dissolvido (OD) na 4gua em fungdo do tempo de

exposicao ao inseticida, para diferentes concentragdes de Tiametoxam

Nas figuras 1 e 2 observa-se que, embora tenha havido uma reducdo dos valores
de pH e OD da agua, em funcdo do tempo de exposicdo ao inseticida, nas diferentes
concentracGes de Tiametoxam, ndo houve uma correlacdo linear entre essas variaveis.

O valor mais baixo de OD foi de 3,7mg/L ap6s 96 horas de exposicdo a 750mg/L do
inseticida, este foi o Unico valor abaixo do recomendado, porém acredita-se que essa
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baixa concentragdo de OD néo tenha sido a causa da mortalidade ocorrida nesse tanque,
tendo em vista a rusticidade da espécie em estudo (Kubitza, 2000).

Carraschi (2014) também encontrou uma baixa de OD em testes de toxicidade
aguda nos peixes Mato Grosso e Pacu e no caramujo Pomacea, sendo observados
valores de OD que variaram de 5,6mg/L no controle a 0,60mg/L ap6s 48horas de
exposicdo a 60mg/L de Tiametoxam em peixes da espécie Mato Grosso, e em Pacus 0
OD variou de 3,11mg/L no controle a 0,40mg/L ap06s 24 horas de exposicdo a 35mg/L
do inseticida. A autora atribui essa diminuicdo a acdo do inseticida e também ao
consumo do oxigénio pelos organismos testes.

Em relacdo a mortalidade, no entanto, ao final das 96 horas de exposicéo, pode-
se observar uma ocorréncia de 2,5% no grupo controle, 10% no exposto a 150mg/L,
32% em 300mg/L, 87,5% em 450mg/L, 95% em 600mg/L e 100% em 750mg/L (Fig.3),
indicando um crescimento linear da mortalidade na medida em que se aumentou a
concentragdo do inseticida (Y=22,8X — 25,5, com R? = 0,91). Carraschi (2014) também

encontrou um aumento linear da mortalidade tanto para 0 Mato Grosso quanto para o

Pacu.
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Figura 3. Mortalidade de alevinos de Tilapia do Nilo expostos a diferentes

concentracOes de Tiametoxam por 96 horas.
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Assim, apesar do inseticida ter afetado a qualidade da &gua, parece ndo ser esta a
razdo da mortalidade dos peixes, que parece ser mais atribuida a acdo deletéria do
inseticida.

Os valores de CL50%, calculados em ppm do produto comercial total, em 24,
48, 72 e 96 horas e seus limites de confianca foram respectivamente:430,25 (378,65 —
488,88); 415,39 (361,88 — 476,81); 410,60 (358,04 — 470,87) e 322,08 (288,79 —
359,21). A CL50% 96hs do Actara® para alevinos de tilapia foi de 322,08ppm, sendo
considerado praticamente ndo toxico(>100mg/L) de acordo com Zucker (1985).

A CL50% apresentada foi calculada baseada no produto comercial que tem
apenas 25% do ingrediente ativo, portanto se extrapolados os valores de CL50%
achados somente para a porcentagem referente ao ingrediente ativo, obter-se-a uma
CL50% de 80,52mg/L, que sai da faixa de praticamente ndo toxico para pouco toxico
(10 <CL 50 < 100 mg/L) (Zucker, 1985).

Se comparados com os valores encontrados por Carraschi et al. (2015) para Pacu
e Mato Grosso, respectivamente de 16,97mg/L e 49,78mg/L, observa-se que a
toxicidade para as trés espéecies encontram-se na mesma faixa de pouco téxico. Barbee e
Stout (2009) encontraram CL50% maior que 100mg/L para Truta Arco-iris e maior que
114mg/L para Bluegillsunfish. De acordo com Anderson et al.(2015), poucas espécies
de peixes temsido estudadas quanto a sensibilidade a neonicotindides.

Os poucos trabalhos de toxicidade aguda com o calculo de CL50% encontrados
demonstram a baixa toxicidade do produto. No entanto, alguns trabalhos relatam
alteracOes ndo letais, mas que comprometem a homeostase dos animais (Bose et.al.,
2011; Roy e Nath, 2011; Georgieva et.al., 2014). Apesar da baixa toxicidade do
tiametoxam, no que diz respeito a CL50%, o mesmo deve ser melhor avaliado quanto a
efeitos subletais e cronicos, uma vez que esse produto comercial tem sido prospectado
para 0 uso como agente terapéutico para peixes.

Outro aspecto avaliado é o risco ambiental do inseticida e segundo Spadotto
(2009) a avaliacdo de risco ambiental deve ser feita para o defensivo como produto
formulado, considerando-se os dados do produto técnico com suas impurezas e dos
produtos de degradacéo relevantes.

Assim, em relacéo aos riscos ecotoxicologicos, realizado por meio da avaliacéo

de concentracdo ambiental estimada (CAE) e do Quociente de Risco (QR), pode-se
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observar a partir dos dados da Tabela 1 que houve uma variagdo entre os resultados de
QR, a depender do método utilizado para o calculo. No cenario de 2m de profundidade,
quando se utiliza a CL50% , baseada no produto comercial, ttm-se uma QR de 3,10
considerada alta. Para uma profundidade de 0,3m, no entanto, o risco é baixo para o
produto comercial com uma QR de 0,002.

No entanto, se os célculos forem feitos considerando o valor estimado do
principio ativo do inseticida, a QR para o tiametoxam sera baixa, independentemente da
profundidade utilizada nos calculos. Quando considerada a CAE de 75mg/L, baseada na
dose eficaz para controle de parasitas em Pacus, relatada por Carraschi et al. (2014), o
risco é considerado médio para o produto comercial e alto para o ingrediente ativo o que
esta de acordo com o encontrado pela mesma autora que relatou alto risco ambiental do
tiametoxam em todas as espécies estudadas: a planta aquética Lemna minor, o
caramujo Pomacea canaliculata, o microcrustdceo Daphnia magna, e 0s peixes

Hyphessobrycon eques e Piaractus mesopotamicus (Carraschiet al., 2015).

Tabela 1. Concentragdo Ambiental estimada e Quociente de Risco para Tilapia do Nilo

Profundidade

Dose (m) CI50 CAE QR Risco
2000g ia/ha 0,3 322mg/L(Actara) 0,66 0,002 Baixo
2000g ia/ha 0,3 80,5 mg/L (% ia) 0,66 0,0081 Baixo
2000g ia/ha 2,0 322mg/L(Actara) 0,1 3,10 Alto
2000g ia/ha 2,0 80,5 mg/L (% ia) 0,1 0,0012 Baixo

75mg/L - 322mg/L(Actara) 75 0,23 Médio
75mg/L - 80,5 mg/L (% ia) 75 0,93 Alto

Segundo Rebelo e Caldas (2014), quando o QR alcanca valores altos, pode
existir uma situacdo de risco potencial para organismos ndo—alvos, podendo requerer
uma acdo regulatoria. Os mesmos autores relatam ser o QR um método eficiente e

barato de identificar situacdes de risco, permitindo decisdes de gestao.
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Conclusdes

A CL50% 96 horas do Actara 250WG®, para alevinos de tilapias do Nilo foi de
322,08ppm, considerada praticamente ndo toxica. Nesse periodo, a presenca do produto
na dgua ocasiona a diminuicdo do pH e do oxigénio dissolvido. O quociente de risco

(QR) varia de baixo a alto de acordo com a metodologia usada.
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2° Artigo
O 3° artigo foi redigido de acordo comas normas do peridédico Artigo Brasileiro de

Medicina Veterinaria e Zootecnia para o qual serad submetido (normas em anexo).

PARAMETROS BIOQUIMICOS, HISTOPATOLOGICOS E
MORFOMETRICOS DE TILAPIAS DO NILO (Oreochromis niloticus)
EXPOSTOS A CONCENTRACAO SUBLETAL DO INSETICIDA
TIAMETOXAM
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Resumo: O tiametoxam € um inseticida da classe de neonicotindides que apesar de
estar no mercado hd mais de 20 anos ainda sdo poucos o0s estudos acerca de sua
toxicidade para peixes. O objetivo desse trabalho foi avaliar a toxicidade de um
inseticida a base de tiametoxam para a tilapia do Nilo, avaliando parametros
histoldgicos e morfométricos do figado e bioguimica sérica de animais expostos a
concentracdo subletal de tiametoxam. Foram utilizados juvenis de tildpia expostos a 32
mg/L de ActaraWG® em sistema estatico, por 24, 48, 168 e 360 horas. Na avaliacdo
histoldgica constatou-se necrose em hepatopancreas em maior grau de severidade nos
animais expostos ao inseticida em relacdo ao controle, o que foi confirmado por meio da
analise morfométrica, onde foi observada a presenca de uma maior quantidade de
pontos de intersecdo sobre hepatdcitos mortos nos animais do grupo exposto. Na analise
bioquimica foi observada uma diminuicdo na proteina total com elevacdo de
triglicerideos do grupo exposto em relacdo ao controle. Concluiu-se que o tiametoxam
em concentracdo subletal provoca necrose em hepatopancreas e interfere em alguns
parametros bioguimicos de tilapias do Nilo.

Palavras-chave: agrotdxico, peixe, histopatologia, morfometria, bioquimica
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Abstract: Thiamethoxam is a neonicotinoid insecticide that despite being on the market
for more than 20 years there are few studies about its toxicity to fish. The aim of this
research was to evaluate the toxicity of thiamethoxam for Nile tilapia, through
histologic and morphometric parameters of liver and serum biochemistry of animals
exposed to sublethal concentration of thiamethoxam.Were used tilapia juveniles
exposed to 32mg/L ActaraWG® in a static sytem for 24, 48,168 and 360 hours.
Histological evaluation found hepatopancreas necrosis in greater severity in animals
exposed to insecticide which was confirmed by morphometric analysis, where was
observed the presence of a higher amount of intersection points in dead hepatocytes
from exposed group. In biochemical analysis it was observed a decrease in total protein
with increase triglycerides in exposed group compared to control. It was concluded that
thiamethoxam in sublethal concentration causes necrosis in hepatopancreas and
interfere in some biochemical parameters of Nile tilapia.

Keywords: pesticides, fish, histopathology, morphometry, biochemical

Introdugédo

Os neonicotindides sdo uma nova classe de inseticidas desenvolvidos nas
ultimas trés décadas, que agem como agonistas nos receptores nicotinicos de
acetilcolina dos insetos (Singh 2012).

O tiametoxam representa o primeiro neonicotindide de segunda geracdo
disponivel comercialmente, desde 1998, representados pelo Actara para uso foliar e no
solo e pelo Cruiser para tratamento de sementes (Maenfisch, 2001). Atualmente, no
Brasil existem oito produtos comerciais a base de tiametoxam registrados (Agrofit,
2016). Apesar de ter sido langado h& quase 20 anos, poucos sdo os trabalhos acerca de
sua toxicidade para peixes.

A tilapia do Nilo é um dos peixes mais cultivados no mundo e apresenta
caracteristicas como rapido crescimento, adapatabilidade a dietas variadas, alta
resisténcia a doencas, praticas de manejo, facil reproducdo em cativeiro, e adequada
resisténcia a uma ampla variedade de condi¢cbes ambientais, que validam seu uso como
modelo para estudos toxicologicos (Fontainhas-Fernandes, 1998).
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Agrotoxicos causam mudancas biogquimicas e histopatoldgicas em peixes e
outros organismos aquaticos e essas mudancas sdo Uteis para detectar o efeito de
poluentes em varios tecidos e érgaos (Ugurlu, 2015).

Alteragbes em parametros sericos podem ser resultado de dano a um tecido alvo,
podendo os mesmos serem utilizados como indicadores rapidos e sensiveis de
monitorizacdo em relacdo a impacto das substancias toxicas nos organismos aquaticos e
emtodo o ecossistema (Firat, 2011).

Objetivou-se avaliar a toxicidade de um inseticida a base de tiametoxam para
tilapias do Nilo expostas a concentracdes subletais por 24, 96, 168 e 360 horas poe meio

de biomarcadores do perfil energético e protéico séricos e de analise histopatolégica.

Material e métodos

O experimento conduzido foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
da Escola de Medicina Veterindria e Zootecnia da Universidade Federal da Bahia
(UFBA), sob 0 numero 36/2014.

O experimento consistiu na exposicao dos peixes a 10% da CL50 para a espécie
que é de 322,08 mg/L do Actara®(Albinati et al.,2014), portanto a exposicdo foi a uma
concentracdo de 32 mg/L do Actara®.

O experimento foi realizado com 96 juvenis de tilapias (Oreochromis niloticus),
adquiridos de uma piscicultura comercial, com peso médio de 41,69 +- 8,2 e
clinicamente higidos. Os animais foram colocados em tanques de fibra de vidro de
1000L,com aeragéo artificial, onde foram mantidos para aclimatagdo por cinco dias.
Apobs o periodo de aclimatacdo, os peixes foram distribuidos em tanques de 200 L, com
awracdo artificial onde foi realizado o experimento. Nesses tanques passaram por cinco
dias de adaptacdo antes do inicio do experimento. Os animais foram alimentados
durante todo o experimento com racdo comercial MP-31 da Primor agropecuaria do
Nordeste LTDA, com niveis de garantia de calcio 2,5%; extrato etéreo 5%; fosforo
0,8%; matéria fibrosa 7%; matéria mineral 10%;proteina bruta 30% e umidade 13%.

O inseticida utilizado foi o Actara 250WG®, produto comercial a base de
tiametoxam, comercializado pela Syngenta Protecdo de Cultivos Itda. Na sua
composicao estdo presentes 250g/k g de 3—(2—CLoro—tiazo-5—ilmetil)—5—metil—[1,3,5]

oxadiazinan—4—ilideno—N—nitroamina ¢ 750 g/kg de ingredientes inertes.
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Os parametros de qualidade da &gua como oxigénio dissolvido, pH e
temperatura foram mensurados diariamente em todos os tanques.O oxigénio dissolvido
foi medido com oximetro digital, o pH por meio de medidor de pH digital portatil; a
temperatura com termémetro de digital.

Para realizacdo do experimento os animais foram mantidos em 8 tanques com
200 L de agua declorada com aeracdo artificial, sendo colocados 12 animais por tanque,
com4 tanques para o grupo controle (G1), sem a presenca do inseticida e 4 tanques com
32 mg/L do Actara®(G2). Foi feita a coleta de 3 peixes por caixa, a cada amostragem,
totalizando 12 peixes do grupo controle e 12 peixes do grupo exposto por periodo
amostral. O experimento foi realizado durante o periodo de 15 dias(360 horas) com
coleta de material apds 24, 96 ,168 e 360 horas de exposicao, totalizando 4 coletas
temporais.

Em cada amostragem os animais foram capturados individualmente e feita a
coleta de sangue, logo em seguida os animais foram anestesiados para o procedimento
de eutanasia e coleta do figado para analise histopatoldgica.

De cada peixe foi colhida cerca de 1mL de sangue por puncdo do vaso caudal,
com auxilio de seringas sem anticoagulante para obtencdo de soro. As amostras foram
individualmente centrifugadas por 15 minutos a 5000 rpm obtendo-se cerca de 0,5 mL
de soro. O soro foi aliquotado em tubos cones de pléstico, tipo Eppendorf, e
armazenados em freezer para analises bioquimicas (creatinina, ureia, glicose, proteina
total, albumina, colesterol, triglicérides, aspartatoaminotransferase, alanina
aminotransferase, fosfatase alcalina e lactato desidrogenase). As amostras foram
determinadas em analisador bioquimico semi automatizado.

Apds a coleta do sangue, os animais foram individualmente anestesiados por
imersdo em solucdo anestésica (benzocaina 100mg/L) e apds atingirem plano
anestésico, foram eutanasiados por sec¢do medular.

Imediatamente apds a eutanasia foram coletados fragmentos de figado para
analise por microscopia Optica. Os fragmentos foram fixados em solugdo fixadora
ALFAC, composta de alcool, formol e acido acético por 12 horas e transferidos para
uma solucéo de alcool a 70%, sendo processados segundo a técnica rotineira de incluséo
em parafina (Prophet, 1992). A coloragdo utilizada foi hematoxilina e eosina (HE).
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Alguns cortes foram submetidos a técnica histoquimica do &cido periodico de
Schiff (PAS) para confirmar a presenca de glicogénio.

Para a analise histologica foram utilizados 6 animais de cada grupo e sec¢des de
5u de espessura foram analisadas em microscopio de luz branca. As alteracfes
encontradas foram classificadas individualmente de acordo com o grau da lesdo no
tecido. Foi utilizado um sistema de graduagdo semiquantitativa, que variou de um a trés,
sendo 1- minimo, 2-moderado, 3-severo, além do zero quando a alteracdo ndo era vista
no tecido. Os dados foram avaliados por meio de dispersédo de frequéncia absoluta.

A analise morfométrica consistiu da avaliagio do numero de pontos de
intersecdo sobre hepatocitos mortos e para tanto foi utilizado o sistema de contagem de
pontos por alocacdo sistematica de intersecdo, onde de cada animal foram feitas 5
imagens emaumento de 400x de campos distintos. Em cada imagem foi sobreposta uma
gradicula com 441 pontos de intersecdo, totalizando a analise de 2205 pontos por
animal.

Os parametros bioquimicos e o numero de pontos de intersecdo sobre
hepatocitos mortos foram testados, inicialmente, quanto a sua distribuicdo normal,
utilizando-se o teste de Kolmogorov-Smirnov. Os dados que ndo atenderem a estas
premissas foram submetidos a transformacdo combase logaritmica (Logl10) (creatinina,
AST, FA e LDH) ou pela raiz quadrada [RQ (x+1)] (ureia).

Os dados foram analisados por meio do programa computacional
StatisticalAnalysis System (SAS, 2009), utilizando-se o procedimento GLM do SAS.
Nos casos em que houve significancia no teste F as médias foram comparadas pela
diferenga minima significativa (d.m.s.) do teste de Student-Newman-Keuls (SNK).

As andlises foram efetivadas conforme modelo estatistico: Yij = p+ Gi + Hi +
GixHi + €1, onde: Yij = observagdo referente ao tratamento i na j repeticdo; pu =
constante associada a todas as observagdes; Gi = efeito do grupo i na repeticdo j; Hi=
efeito das horas de coleta na j repeticdo; GixHi= efeito da interagdo; €1 = erro
associado a todas as observacgdes. Tambem foi realizada anélise de regressao, em funcao
das horas, para a contagem de hepatocitos mortos. Quanto a distribuicdo das alteracdes
hepaticas de acordo com o grupo, o tempo e a graduacéo, os dados foram apresentados
com base na dispersdo de frequéncia. Para todas as analises estatisticas realizadas foi

adotado o nivel de significancia (p) de 5%.
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Resultados

A qualidade da agua ndo variou entre 0 grupo controle e experimental,
permanecendo ambos com um oxigénio dissolvido médio de 6,0+-0,8 mg/L, um pH de
6,9+-0,3 e uma temperatura de 26,3+- 0,6. Nao houve nenhum 6bito durante o periodo
experimental.

Na analise bioquimica considerando o fator de variagdo “Grupos”, verificou-se
que as variaveis proteina total(PT) (p=0,0368) (Tab 1) e triglicerideos (p=0,0237) (Tab
2) variaram entre grupos, ou seja, maior concentracdo sérica de PT observada nos
peixes do G1, enquanto que maiores concentracdes de triglicerideos séricos foram
observadas nos peixes do G2.

Quanto ao fator de variagdo “Horas”, variagdes significativas foram observadas
na concentracdo sérica de ureia (p<.0001), creatinina (p<.0001), colesterol (p=0,0032),
triglicerideos (p=0,0002), além da atividade enzimatica da FA (p=0,0008) e LDH
(p=0,0152) (Tab 1 e 1).

Maiores concentracfes séricas de ureia e atividade enzimatica de LDH foram
observadas 360 horas em relacdo as demais horas das coletas. Quanto aos
biomarcadores, creatinina, colesterol e atividade enzimatica da FA, maiores
concentragbes foram observadas 24 horas em relacdo as demais horas das coletas. A
concentracdo serica de triglicerideo foi maior em 96 horas, diferindo das demais horas
da coleta de material bioldgico dos peixes.

Foi registrada interacdo significativa entre Grupos e Horas para a variavel
glicose (p=0,0031). Neste caso, considerando diferencas entre grupos dentro de cada
hora, verifica-se que maiores concentracfes plasmaticas de glicose foi observada nos
peixes do G1, diferindo do G2 no tempo 360 horas. J& em relagdo as diferencas entre
Horas, dentro de cada grupo, foi possivel identificar que maior concentragdo de glicose
ocorreu 360 horas nos peixes do G1, diferindo das demais horas de coleta. Quanto ao
G2, ndo houve variacdo entre as horas de coleta. A interacdo entre grupos e horas de
coletas ocorreu 360 horas das coletas de material bioldgico dos peixes intoxicados ou

ndo com inseticida Tiametoxam (Tab 2; Fig 1).
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Tabela 1.Valores médios, desvios-padrdo e nivel de significancia (p) dos fatores de variacdo de parametros bioquimicos do sangue do perfil

proteico de Tilapia do Nilo expostos ou ndo por inseticida Tiametoxam.

Horas Média Fatores de variagao
Parametros Grupos 24 96 168 360 Geral Grupos Horas GxH
Perfil protéico
Proteina Total (g/L) Gl 30,43+7,02 28,06+4,02 26,72+3,17 30,23+9,54 28,69A 0,0368 0,3481 0,2813
G2 28,82+5,27 26,26%6,85 25,97+7,02 22,63+4,74 25,93B
Média Geral 29,442 27,08a 26,318 26,05a
Albumina (g/L) Gl 10,78+3,51 8,85+2,06 8,45+1,38 10,09+3,76 9,49A 0,3522 0,5078 0,6260
G2 9,02+2,76 9,45+272 8,29+2 51 8,73+5,85 8,87A
Média Geral 9,862 9,15a 8,372 9,31a
Globulina (g/L) Gl 20,66+5,94 19,69+3,39 18,27+2,92 20,14+8,46 19,60A 0,0720 0,5271 0,6166
G2 19,80+5,72 16,81+6,60 17,68+5,06 15,43+4,62 17,42A
Média Ceral 20,142 18,13a 17,95 17,55a
Ureia (mmol/L) Gl 1,14+0,39 0,77+0,13 0,65+0,21 1,01+0,62 0,89A 0,3219 <,0001 0,9953
G2 1,10+0,23 0,70+0,13 0,56+0,08 0,91+0,43 0,82A
Média Ceral 1,122 0,74b 0,60b 0,96a
Creatinina (umol/L) Gl 49,3312,81 27,10+ 8,82 25,12+9,02 38,92+8,41 35,12A 0,9126 <,0001 0,0801
G2 42,94+12,03 28,20+7,62 33,66+11,53 33,05+£13,29 34,46A
Média Ceral 45,842 27,70b 29,780 35,71b

Letras minGsculas distintas na mes ma linha e letras maidsculas distintas na mesma coluna diferem ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 2. Valores médios, desvios-padrdo e nivel de significancia (p) dos fatores de variacdo de parametros bioquimicos do sangue do perfil

energético e atividade enzimatica de Tilapia do Nilo rxpostos ou ndo por inseticida Tiametoxam.

Horas Média Fatores de variagdo
Parametros Grupos 24 96 168 360 Geral Grupos Horas GxH
Perfil energético
Glicose (mmol/L) Gl 4,22+1,19bA 4,49+0,91 bA 4,52+0,82bA 6,59+1,80 aA 4,91 0,2282 0,0002 0,0031
G2 5,08+1,05aA 4,08+0,88aA 4,59+1,20aA 4,9240,91aB 4,68
Média Geral 4,29 4,30 4,56 5,68
Colesterol (mmol/L) G1 5,12+1,38 4,140,79 3,95+1,07 5,12+1,53 4,56A 0,8546 0,0032 0,1166
G2 5,54+1,44 4,61+1,28 3,9840,94 4,0240,93 4,53A
Média Geral 5,342 4,38b 3,97b 4,54b
Trig licerideos(mmol/L) Gl 2,75+1,87 5,38+2,25 3,92+2 45 3,05+1,50 2,95B 0,0237 0,0002 0,4603
G2 2,80+0,68 4,17+1,85 2,45+1,07 2,37+1,24 3,83A
Média Geral 2,78b 4,77a 3,12b 2,68b
Atividade Enzimatica
AST (U/L) Gl 37,05+30,28 46,19+40,23 53,50+54,27 33,08+22,10 42 22A 0,2435 0,0966 0,6769
G2 17,38+11,19 37,85+24,20 50,75+30,88 24,17+12,93 32,54A
Média Geral 27,212 42,02a 52,06 28,62a
FA (U/L) Gl 45,75+18,85 25,13+7,91 39,53+19,95 25,19+14,54 33,11A 0,8278 0,0008 0,6514
G2 39,65+17,17 26,00+9,88 34,44+16,63 28,41+13,98 31,82A
Média Geral 42,36° 25,63b 36,73b 26,80b
LDH (U/L) Gl 1806,2+755,9 2192,5+832,6 1611,4+602,4 2549,4+,5132 2065,2A 0,4825 0,0152 0,5740
G2 1558,6+582,8 1818,2+654,6 1997,2+839,1 2225,0+£381,9 1877,2A
Média Geral 1675,10b 1963,80b 1828,40b 2407,40a

Letras minGsculas distintas na mes ma linha e letras mailsculas distintas na mesma coluna diferem ao nivel de 5% de probabilid ade.
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Figura 1 — Perfil da anélise de regressdo, em fungdo das horas, do numero de hepatocitos

mortos de peixes expostos ou ndo por inseticida Tiametoxam
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Na analise histopatologica as alteragbes encontradas com maior frequéncia foram
vacuolizagdo citoplasmatica, necrose hepatica e pancredtica, infiltrado inflamatério no
parénquima hepatico e pancreatite, observadas tanto nos grupos controle quanto nos animais
expostos, com diferencas entre frequéncia de ocorréncia (Tab3; Fig 2).

PEEGL

Figura 2. Fotomicrografias de cortes histologicos de tecido hepatico de
tilapias do Nilo expostos ao tiametoxam. Em A, extensa &rea de necrose (seta
preta)(HE-obj 10x). Em B, tecido pancreatico com infiltrado inflamatdrio
mononuclear (seta vermelha)(HE — obj.40x). Em C, vacuolizacdo grau 2 (HE
- obj. 40x). Em D, vacuolizagdo grau 2 sem reacdo ao PAS (PAS, obj. 40x).
Em E, vacuolizacdo grau 3 (HE — obj. 40x). Em F, vacuolizacdo grau 3 com
poucas areas positivas ao PAS (seta amarela) (PAS, obj.40x). * - veia central.
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Tabela3. Distribuicdo percentual e absoluta das alteracGes hepéaticas de acordo com o grupo, o

tempo e a graduacdo

Grupos Graduagdo  Vacuolizagdo  Necrose Necrose Infiltrado Infiltrado
hepatica  pancredtica  inflamatério  inflamatério
hepatico pancreético

Auséncia - - - 100%(6) 16,7%(1)

Gl Grau 1 - 33,3%(2) - - 33,3%(2)

24h Grau 2 333%(2)  66,7%(4)  33,3%(2) - 50% (3)
Grau 3 66,7%(4) - 66,7% (4) - -
Auséncia - - - 50%(3) -

G2 Grau 1 - 16,7%(1) - 33,3%(2) 83,3%(5)

24h Grau 2 333%(2)  16,7%(1)  66,7%(4) 16,7%(1) 16,7%(1)
Grau 3 66,7%(4) 66,7% (4) 33,3%(2) - -

Auséncia - - 16,7%(1) 33,3%(2) 50% (3)

Gl Grau 1 16,7%(1) 66,7% (4) 33,3%(2) 50% (3) 50% (3)
96h Grau 2 33,3%(2) 33,3%(2) 33,3%(2) 16,7%(1) -
Grau 3 50% (3) - 16,7%(2) - -
Auséncia - - - - -

G2 Grau 1 - 33,3%(2) 33,3%(2) 33,3%(2) 66,7%(4)

96h Grau 2 16,7%(1) 16,7%(1) 50% (3) 66,7%(4) 33,3%(2)
Grau 3 83,3%(5) 50% (3) 16,7%(1) - -

Auséncia - - - 33,3%(2) 33,3%(2)

Gl Grau 1 - 66,7%(4) 100% (6) 50% (3) 50% (3)

168h Grau 2 50%(3) 33,3%(2) - 16,7%(1) 16,7%(1)
Grau 3 50% (3) - - - -

Auséncia - - - 16,7% (1) 16,7% (1)

G2 Grau 1 33,3%(2) 16,7%(1) 33,3%(2) 66,7% (4) 50% (3)

168h Grau 2 33,3%(2) 16,7%(1) 66,7% (4) 16,7%(1) 33,3%(2)
Grau 3 33,3%(2) 66,7%(4) - - -

Auséncia - 16,7%(1) - 16,7%(1) 33,3%(2)

Gl Grau 1 33,3%(2) 50% (3) 100% (6) 83,3%(5) 66,7% (4)
360h Grau 2 33,3%(2) 33,3%(2) - - -
Grau 3 33,3%(2) - - - -

Auséncia - - - 33,3%(2) 33,3%(2)

G2 Grau 1 66,7%(4) 16,7%(1) 33,3%(2) 50% (3) 66,7%(4)
360h Grau 2 16,7%(1)  66,7%(4)  66,7%(4) 16,7%(1) -
Grau 3 16,7%(1) 16,7%(1) - - -
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A maioria dos animais apresentava grau 3 de vacuolizacdo nas primeiras 24 horas,
independente do grupo,apds 96 horas, o nimero de animais do grupo exposto aumentou no
grau de vacuolizacdo 3. Com 168 horas de experimento, a distribuicdo entre os graus de
vacuolizagdo estava homogénea e ao final do periodo experimental, com 360 horas, 0 grupo
exposto apresentava uma maior quantidade de animais com grau 1 de vacuolizagao.

Em relacéo a necrose hepatica, em todos os tempos, a maioria dos animais apresentou
um grau superior da alteracdo em relacdo aos controles, havendo também uma tendéncia na
diminuicdo da ocorréncia de necrose no periodo de 360 horas em relacdo aos demais tempos,
fato também confirmado com a morfometria.

A necrose pancreatica também apresentou uma maior severidade nos animais expostos
em relacdo ao controle na maioria dos tempos.A presenca de infiltrado inflamatério no
parénquima hepatico e no pancreas, apareceu em ambos 0s grupos de forma focal,
permanecendo a maioria dos animais com uma graduacéo 1.

Na andlise morfométrica, verificou-se um maior nimero de pontos de intersecéo sobre
hepatdcitos mortos nos peixes do grupo exposto (G2) em relacdo ao controle (G1) em todas as
horas de observacdo. No contraste das médias entre horas, dentro do G1, foi possivel
identificar maior concentracdo de pontos sobre hepatdcitos mortos apos 168 horas, diferindo
de 24 e 96 horas, sendo os trés tempos maiores que o tempo de 360 horas. Quanto ao G2,
maiores médias foram identificadas nos tempos 24, 96 e 168 horas, diferindo do tempo 360 h
(Tab 4). Foi também registrada interacdo significativa entre Grupos e Horas para a contagem
de pontos de intersecdo sobre hepatocitos mortos (p=0,0201) (Fig 1).

A reacdo ao PAS foi fracamente positiva, relevando presenca de pouca quantidade de

glicogénio nos vacuolos, o que pode indicar a presenca de gordura ou degeneracao hidrépica.
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Tabela 4.Valores médios, desvios-padrao e nivel de significancia (p) dos fatores de variacdo da contagem de hepatdcitos mortos do figado de

Tildpia do Nilo expostos ou ndo por inseticida Tiametoxam.

Horas Média Fatores de variagao
Parametros Grupos 24 96 168 360 Geral Grupos Horas GxH
Perfil energético
Hepatdcitos Mortos Gl 299,00+37,27Bb 296,50+10,17Bb 334,50+12,15Ba 259,50+10,71Bc 297,75 <.0001 <.0001 0,0201
G2 377,00+16,81Aa 397,50+11,31Aa 402,50+21,67Aa 359,00+21,58Ab 387,25
Média Geral 338,00 347,00 368,50 309,25
Letras mindsculas distintas na mesma linha e letras mailsculas distintas na mesma coluna diferem ao nivel de 5% de probabilidade.
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Discussao

No presente trabalho tanto na analise semiquantitativa das alteracdes histolégicas
guanto na morfométrica pode-se observar que as alteragdes foram também encontradas no
grupo controle, porém com uma maior ocorréncia nos animais expostos. Wolf e Wolfe (2005)
relataram que caracteristicas morfoldgicas de toxicidade hepatica sdo geralmente
exacerbacdes de achados que podem ser observados em peixes normais ou controle e por esse
motivo, Wolf et.al (2015) aconselharam o uso de métodos semiquantitativos para avaliacdo da
severidade dos achados. Marcon (2013) estudando lambaris expostos ao inseticida endosulfan
relatou alteragBes como deformacéo do contorno nuclear, nicleo na periferia da célula, atrofia
nuclear, desarranjo dos cordBes hepaticos e hipertrofia celular e nuclear observadas nos
grupos controles e nos expostos, sendo que nestes com maior frequéncia.

Stoyanova et al (2016), estudando carpas cabecudas expostas a 6,6; 10 e 20mg/L de
tiametoxam por 96 horas observaram a ocorréncia de mudancgas degenerativas e necréticas no
figado, além de hiperemia e infiltrado linfocitico, sendo que o grau de expressao de cada leséo
aumentou proporcionalmente com o aumento das concentragcdes de tiametoxam. Os mesmos
autores relataram que na analise histoquimica, a quantidade de lipideos nos hepatdcitos dos
peixes expostos ao tiametoxam tenderam a aumentar as inclusdes lipidicas no citoplasma em
paralelo ao aumento das concentragdes do inseticida. Stoyanova et al (2015) identificaram nos
mesmos animais que a quantidade de glicogénio hepatico aumentou com o aumento da
concentracdo do tiametoxam, o que nas mesmas condigcdes também foi observado para carpas
comuns(Stoyanova, 2012).

Carraschi (2014) estudando pacus infestados com Anacanthorus penilabiatus,
submetidos a um tratamento experimental com tiametoxam 75mg/L por sete dias, observou
em peixes doentes e tratados com o inseticida e também nos peixes sadios submetidos ao
mesmo tratamento, alteracGes hepéticas como aumento do diametro dos capilares sinusoides e
hipertrofia dos hepatdcitos. Nos animais doentes tratados, o glicogénio hepéatico apareceu em
maior quantidade, enquanto nos animais sadios expostos, 0 glicogénio apresentou disposicao
polar, com parte do citoplasma claro e o outro extremo com estoque de glicogénio.

As vacuolizacbes hepaticas representam armazenamento de glicogénio e lipideos e
podem ocorrer quando a tomada de energia excede os requerimentos metabolicos. O figado de
peixes tende a estocar o0 excesso de energia em forma de glicogénio e ou lipideo no

citoplasma dos hepatdcitos. I1sso é comum em peixes de cultivos que sdo alimentados com
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racOes caldricas e ndo tem muitos gastos energéticos. A predilecdo para acumular glicogénio
ou lipideo ¢ espécie dependente e pode estar relacionada a dieta (Wolf et al. 2015).

O glicogénio é um nutriente muito utilizado em adaptacfes bioquimicas em situacdes
de estresse ambiental (Portz e Furuya, 2012).Peixes doentes, estressados ou malnutridos
frequentemente exibem uma reducdo nos estoques hepéaticos de energia, diminuindo a
vacuolizacdo hepatocelular (Wolf et al. 2015) e essa é uma resposta morfologica hepatica
comum em peixes expostos a agentes toxicos (Ferguson 1989). Essa perda pode ocorrer como
efeito direto da intoxicacdo, no entanto, a exposicdo a agentes toxicos pode também resultar
em acumulo de gordura ou glicogénio hepatico, com a hipOtese de ser resultante do
decréscimo de quebra de glicogénio devido a toxicidade hepatocelular (Wolf e Wolfe 2005).

A avaliacdo morfométrica mostrou que apesar da ocorréncia de grande quantidade de
pontos de intersecdo sobre hepatdcitos mortos ter ocorrido no grupo controle, houve uma
diferenca estatisticamente significante dessa ocorréncia entre expostos e controle, sendo que
em todos os tempos, houve uma maior quantidade de pontos de intersecdo sobre hepatdcitos
mortos nos animais expostos. Na andlise semiquantitativa, em todos os tempos, a maioria dos
animais apresentaram um grau superior de necrose hepatica e pancreatica em relacdo aos seus
controles. A necrose é uma alteracdo que pode estar associada a varias condigdes tdxicas,
incluindo pesticidas, podendo aparecer de forma isolada entre o tecido hepatico normal ou
infiltrado por células inflamatdrias (Roberts 2012).Diversos autores relataram a ocorréncia de
necrose hepatica em peixes expostos a agrotoxicos, como em tilapias do Nilo alimentadas
com 1.45 g/l de deltametrina (Kan et al. 2012), Heterobranchus bidorsalis expostos a
cipermetrina (Olufayo&Alade 2012) e Poecilia reticulata expostos a 250 pg/L de rotenona
(Melo et al. 2015).

A capacidade de peixes em sobreviver a necroses hepaticas extensas € sugestivo de
gue eles podem ser um valioso modelo animal para estudos de toxicidade hepatica subletal e
regeneracdo hepatica (Wolf e Wolfe, 2005). Nos achados desse experimento, houve uma
diminuicdo do numero de pontos de intersecdo sobre hepatocitos mortos ap6s 360 horas de
exposicao, além da diminuicdo do grau de severidade nos animais expostos no mMesmo
periodo, o que pode estar refletindo essa capacidade regenerativa do figado.

Em relacdo aos parametros bioguimicos avaliados, pode-se observar uma diminuicao
da proteina total e um aumento dos triglicerideos dos animais expostos em relacdo ao
controle. Alkaladi et.al (2015) observou hipoproteinemia em todos 0s grupos expostos a
nanoparticulas de 6xido de zinco. Asgah et al (2015) também observou uma diminuicdo no

nivel de proteina sérica e um aumento no nivel de lipideos em tilapias expostas a diferentes
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concentracbes de cadmio, o que foi atribuido pelos autores a uma possivel inibicdo de sintese
hepatica das proteinas e um disturbio no metabolismo de lipideos. Os resultados encontrados
nesse trabalho podem também ser reflexo de uma inibicdo na sintese de proteinas ou um
desvio no metabolismo energético, como uma lipogénese.

A energia que sustenta as funcGes metabdlicas nos peixes sdo basicamente oriundas
das fontes de lipidios, juntamente com as proteinas 0s quais representam os principais
nutrientes essenciais paraesses animais, sendo os triglicerideos, a principal classe de lipidios
neutros. Nos casos de lipogénese, a fonte de carbono final para a biossintese de novos lipidios
é a acetil-Coa formada na mitocdndria a partir da descarboxilagdo oxidativa do piruvato (fonte
carboidrato) ou pela degradacdo oxidativa de alguns aminoacidos (fonte proteina). O figado é
guantitativamente, o principal local de lipogénese. Além disso, em termos de fonte de
carbono, a taxa de sintese de &cidos graxos a partir de alanina é considerado maior do que o
da glicose em figado de trutas, sugerindo que amino &cidos sdo fontes de carbono
preferenciais para lipogénese nessa espécie. Quantidades moderadas de lipidios pode ser
armazenada no figado em muitos peixes, apesar de ser um estoque de curto prazo quando
comparado com o tecido adiposo. Os lipideos sdo provavelmente mobilizados primeiramente
de um tecido adiposo, apesar de a longo prazo, podera também ser mobilizado de uma fonte
de estoque secundéria, como musculo e figado (Tocher, 2003).

Em tilapias expostas a 12,5; 25; 50; 100 e 150mg/L de tiametoxam por 7 e 14 dias foi
observado uma diminuicdo gradativa do peso dos animais, a medida que a concentragdo do
inseticida aumentava. A proteina hepatica foi significativamente menor em todas as
concentracGes e nos dois periodos em comparacdo ao controle. Entre 0os animais expostos, no
primeiro momento houve um aumento da proteina hepatica entre 12,5; 25 e 50 mg/L, seguido
de um decréscimo em 100mg/L, provavelmente devido ao efeito do inseticida e tentativa de
recuperacdo frente ao agente estressor. Na dose mais alta, o decréscimo pode estar
relacionado a deplecdo da fracdo proteica do figado pela sua degradacdo e utilizacdo para
propésitos metabolicos (Bose etal; 2011).

Poucos estudos foram realizados com a analise de parametros bioguimicos em peixes
expostos ao tiametoxam, dentre estes podemos destacar o estudo realizado por Stoyanova et
al. (2016), que observaram em carpas cabecudas expostas a 6,6; 10 e 20mg/L por 96 horas um
aumento nas enzimas AST, ALT e LDH nos animais expostos em relacdo ao controle e
proporcional ao aumento das concentracbes utilizadas. Yan et al.(2015) relataram em
zebrafish expostos a 0,30;1,25 e 5,0 mg/L por 7, 14, 21 e 28 dias, uma ascensdo das espécies

reativas a oxigénio (ROS) no periodo de exposicdo, um aumento dramatico de superdxido
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dismutase (SOD) e catalase(CAT) até os 14 dias e uma queda apds este periodo, além da
Glutationa S- transferase (GST) que aumentou somente aos 28 dias.

Apesar dos resultados demonstrados por outros autores, no presente experimento no
que se refere a atividade enzimtica foi observada uma diferenca estatistica somente entre 0s
tempos amostrais, onde a FA apresentava valores mais elevados na primeira coleta e o LDH
na ultima coleta, em relacdo aos demais tempos, o0 que parece ser reflexo do estado dos peixes
antes mesmo do inicio do experimento. A enzima lactato desidrogenase tem sido abordada em
varios estudos com peixes, uma vez que esta diretamente ligado a via glicolitica e
metabolismo anaerobico, responsavel por respostas de estresse ambiental.

Outros pardmetros como colesterol, uréia e creatinina apresentaram diferencas
somente entre 0s periodos, onde de forma geral foram observados valores mais altos nas

primeiras 24 horas, que diminuiram nos demais tempos.

Conclusodes

Concentracdes subletais de tiametoxam sdo capazes de provocar toxicidade em tilapias
do Nilo, visto que a dindmica de alguns biomarcadores, como a proteina total e triglicerideos
séricos, sdo influenciados pela acdo deste inseticida, bem como alteracGes de tecido hepatico,
tanto na analise semiquantitativa quanto na morfometria, uma vez que necrose hepatica

aparece de forma mais intensa nos peixes expostos.
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RESUMO.-Este estudo avaliou a toxicidade aguda e cronica de um inseticida a base de tiametoxam para
peixes da espécie Pacama (Lophisiolurus alexandri), avaliando a CL50% 96horas além de alteragdes
histopatoldgicas hepaticas em animais expostos por 96 horas e 15 dias ao inseticida. Para tanto foram
utilizados 120 alevinos de Pacama que foram submetidos a cinco diferentes concentragdes do
inseticida(30, 60, 120, 240 e 480 mg/L)por 15 dias, divididos em dois tempos amostrais, 96 horas e 15
dias. Nao houve mortalidade significativa durante todo o periodo experimental, no entanto os animais
apresentaram alteracdes como vacuolizagdo citoplasmdtica, congestdo e necrose. A CL50% foi
determinada como superior a 100mg/L, considerada praticamente ndo téxico. A necrose foi a alteragdo
melhor evidenciada nos animais expostos, com o aumento da ocorréncia nos animais do teste de
toxicidade cronica.

TERMOS DE INDEXACAO. Inseticida, peixes, pacam 3, tiam etoxam, toxicidade

ABSTRACT.-This study evaluated the acute and chronic toxicity of an insecticide thiamethoxam base for
fish Pacama species (Lophisiolurus alexandri), assessing the CL50% 96horas addition to liver
histopathological changes in animals exposed for 96 hours and 15 days to the insecticide. Therefore, we
used 120 Pacama fingerlings were subjected to five different concentrations of insecticide (30, 60, 120,
240 and 480 mg /L) for 15 days were divided into two sampling times, 96 hours and 15 days. There was
no significant mortality during the experimental period, however the animals showed changes as
vacuolation, congestion and necrosis. The LC50% was determined as greater than 100mg / L, considered
practically non-toxic. Necrosis was best demonstrated the change in the exposed animals, with increasing
occurrence in animal chronic toxicity test.

INDEX TERMS. Insecticides, fish, pacam 3, thiamethoxam, toxicity

INTRODUCAO

Na ultima década o mercado de agrotdéxicos no Brasil expandiu rapidamente, levando o pais a alcangar a
posicdo de maior consumidor mundial de agrotdxicos desde 2008 (Londres 2011, Rigotto et al.,
2014).Considerando diferentes regides do Brasil, as quais fazem uso significativo de agrotdxicos, a re gido
do submédio Sao Francisco, naregido Nordeste do Brasil, tem se destacado como uma das principais areas
de exploracdo e exportacdo da hortifruticultura irrigada do pais, tendo mais de 51% da sua populagdo
economicamente ativa empregada na agricultura. A producdo de manga e uva irrigadas aparece como
principais monoculturas na regido e sdo exploradas por grandes e pequenos agricultores. Devido ao tipo
de producdo predominante, a principal classe de agrotdéxicos utilizada na regido é a inseticida (56%) e
entre os agrotdxicos mais vendidos na regido estd um inseticida a base de tiametoxam (Bedor 2007).

O tiametoxam é um inseticida neonicotinéide de segunda geragdo,com potencial téxico para o
meio ambiente (classe ambiental I1I). O mecanismo de acdo do Tiametoxam ocorre por meio de ligagdo
nos receptores nicotinicos da acetilcolina (Maiennfisch 2001). Essa nova geragcdo de inseticidas veio
substituir os organofosforados e carbamatos, os quais tém diminuido a sua eficiéncia e vem sendo menos
utilizados, em fungdo do aumento das restrigdes de seu uso (Tavares 2011). Segundo Silva et al.(2014) o
tiametoxam é um composto considerado moderadamente persistente no solo,ndo sofre lixiviagdo para
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agua subterranea e possui baixo potencial de transporte em agua quando associado a sedimento, porém
um alto potencial quando dissolvido em agua.Pouco se sabe a respeito da toxicidade de neonicotinéide
para os organismos de dgua doce ndo alvo e seu potencial efeito nesse ecossistema (Ugurlu et al. 2015).

Tem sido indicado para uso em diversas culturas agricolas e tem sido prospectado para o uso
terapéutico em aquicultura (Carraschi et al. 2014). Alguns autores consideram o tiametoxam
praticamente ndo téxico para peixes (Maeinfisch 2001) no entanto, ainda sdo poucos os estudos
realizados sobre os efeitos do tiametoxam com esses animais.

O pacamd (Lophiosilurus alexandri) é um peixe carnivoro, de habito bentdnico, espécie nao
migradora e de desova parcelada (Tenério 2006). E uma das espécies endémicas da Bacia do Rio Sdo
Francisco (Figueiredo 2014) e com crescente interesse comercial nessaregido (Campeche et al. 2011).

Alteragdes histologicas em tecidos de peixes constituem ferramentas sensiveis para detectar os
efeitos toxicos diretos de compostos quimicos em 6érgios-alvo e, portanto, sdo indicadores potentes da
exposicdo prévia a estressores ambientais (Schwaiger et al. 1997). Lins (2012) ressalta que 6rgdos de
contato direto com o agente agressor, como as branquias e os 6rgdos de metabolismo e excrecdo de
xenobidticos - como o figado e o rim, podem indicar alteracdes de acdo téxica aguda ou cronica desses
agentes em tecidos animais.

Considerando os aspectos endémicos do pacama na regido do Vale do Sdo Francisco no Nordeste
brasileiro, com evidente caracteristica comercial para consumo humano, além de escassez de informacgao
na literatura a respeito da toxicidade de neonicotindide para a espécie em questio, objetivou-se avaliar a
toxicidade aguda e cronica de inseticida a base de tiametoxam, por meio da concentracdo letal 50%/(C150)e
de eventuais alteragdes histologicas em tecido hepatico de pacamas.

MATERIAL E METODOS

0 experimento conduzido foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Escola de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal da Bahia (UFBA), sob o nimero 36 /2014.

Foram utilizados 120 alevinos de pacama (Lophisiolurus alexandri) provenientes da fazenda da
Companhia de Desenvolvimento do Vale do Sdo Francisco (CODEVASF) em Petrolina - PE. Os animais
apresentavam peso médio de 5,0+0,35g, e estavam clinicamente higidos. Os mesmos foram transportados
de carro, acondicionados em sacos plasticos com agua e injetados de oxigénio,da fazenda da Codevasf em
Petrolina até o Laboratério de Aquicultura e Sanidade de Organismos Aquaticos (LASOA) da Escola de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da UFBA, onde foi realizado o experimento. Ao chegarem, foram
colocados em tanques de fibra de vidro de 500L, com aeracdo artificial, onde foram mantidos para
aclimatacdo por 10 dias. Os animais foram alimentados com ragdo formulada e preparada de acordo com
os resultados de dissertagdo que comparou dietas para a espécie (ROCHA, 2014) e apresentava a seguinte
composicdo bromatolégica em valores expressos em 100% de Matéria Seca, umidade 0,5%; proteina bruta
49,4%; extrato etéreo 16,8% e cinzas 13,8%.

O inseticida utilizado foi o Actara 250WG®, produto comercial a base de tiametoxam,
comercializado pela Syngenta Protegcdo de Cultivos LTDA. Na sua composicdo estdo presentes 250g/kg de
3-(2-CLoro-tiazol-5-ilmetil)-5-metil-[1,3,5] oxadiazinan-4-ilideno-N-nitroamina e 750g/kg de
ingredientes inertes.

Os parametros de qualidade da agua como oxigénio dissolvido, pH e temperatura foram
mensurados diariamente em todos os tanques.

Para a realizacdo do experimento, os peixes foram distribuidos aleatoriamente em 24 caixas
plasticas com 20L de agua declorada, com aeracdo artificial. O experimento foi realizado em sistema
estatico, sem renovacdo da 4dgua. Foram utilizados cinco peixes por caixa, perfazendo um total de 20
peixes por tratamento.Foram utilizadas cinco diferentes concentragdes do inseticida e um controle (T0),
com quatro repeti¢des por tratamento. As concentracdes nominais utilizadas foram 30(T1), 60(T2),
120(T3), 240(T4) e 480(T5) mg/L do Actara 250WG®.

A primeira etapa do experimento teve a duragdo de 96 horas, com observagio e quantificagcdo de
mortalidade a cada 24 horas. Ao final das 96 horas foram selecionados, aleatoriamente, dois animais por
caixa para coleta de material para andlise histolégica e os outros trés peixes foram mantidos na mesma
solucdo até completarem 15 dias de exposicdo. Ao final dos 15 dias foram selecionados novamente dois
peixes de cada caixa para coleta de material para analise microscépica. Na primeira etapa do experimento
os animais ndo foram alimentados, de acordo com as recomendac¢des das normas de ensaio de toxicidade
aguda com peixes, da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas — ABNT (ABNT, 2011). A alimentacdo
voltou a ser ofertada ap6s as 96 horas iniciais.
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Imediatamente apds a eutanasia dos peixes, por aprofundamento anestésico (benzocaina), foi
feita a coleta do figado para anadlise histolégica. Os fragmentos foram fixados em formol tamponado a 10%
e processados segundo a técnica rotineira de inclusdo em parafina (Prophet 1992). A coloragdo utilizada
foi hematoxilina e eosina (HE) e alguns cortes foram submetidos a técnica histoquimica do acido periddico
de Schiff (PAS), de acordo com Luna(1960) para confirmar a presenca de glicogénio. Utilizaram-se seis
animais de cada concentracdo para andlise histolégica.

Seccbdes de 5p de espessura foram analisadas por meio de microscopia 6ptica e as alteracgdes
encontradas foram classificadas individualmente de acordo com o grau da lesdo no tecido. Foi utilizado
um sistema de graduagdo semiquantitativa, que variou de um a trés, sendo 1- minimo, 2-moderado, 3-
severo, além do zero quando ndo se observou a alteragdo no tecido. Os dados foram avaliados por meio de
dispersdo de frequéncia absoluta, bem como registro descritivo das lesGes observadas na histologia e
histoquimica.

RESULTADOS

A qualidade da 4gua manteve-se dentro da normalidade para espécies de clima tropical durante todo o
periodo experimental, em todas as unidades exerimentais, com um pH médio de 7,6+0,06; oxigénio
dissolvido (OD) de 6,9 mg/L+0,20 e uma temperatura de 27,1°C+0,10. A determinagdo exata da CL50 96
horas ndo foi realizada, uma vez que ndo houve nenhum 6bito no tempo e nas concentragdes utilizadas,
porém com as informacdes obtidas nesse experimento pode-se considerar a C150% superior a 100mg/L.

As principais alteracdes encontradas no figado foram vacuolizagio citoplasmatica, congestio e
necrose. As graduagdes referentes a vacuolizagdo hepatocelular, variaram do grau 0 ao 3 e as alteragdes
apareceram de forma geral como extensas areas cujas células de aspecto baloniforme, continham vactolos
intracitoplasmaticos claros ou com presenca de material floculento (Figura 1). Quanto ao grau de
vacuolizacdo entre os animais do grupo controle e os expostos, tanto no teste agudo quanto no cronico, foi
possivel registrar no teste agudo que 55,6% apresentavam grau 2 de vacuolizagdo, enquanto que no teste
cronico 80,6% apresentavam grau 3 de vacuolizagdo.

Na reagdo ao acido periddico de Schiff (PAS), independente de ser animal exposto ou do controle,
foi observado uma maior positividade nos animais que apresentaram grau de vacuoliza¢do entre 0 e 1. Os
animais com vacuolizagdes grau 2 e 3 apresentaram menor positividade até a auséncia de qualquer reagéo
ao PAS(Figura 1).

A presenca de congestdo variou do grau 0 ao 3, caracterizando-se pela presenca de grande
quantidade de hemacias em vasos e capilares sinusoidais dilatados, porém a distribuicdo dessa alteragio
dentre os grupos se apresentou de forma homogénea. J4 em relacdo a presenca de necrose, observou -se
variacdo entre o grau 0 e 2, com distribui¢do focal a multifocal, mostrando dissolugdo tecidual com
hemorragia e presenca de células com nitcleos em picnose(Figura 2). No teste de toxicidade aguda, 40%
dos animais expostos apresentaram necrose, sendo que entre esses 75% foram classificadas em grau 1 e
25% no grau 2 e apenas 1 animal do grupo controle apresentou a mesma alteragdo. No teste de toxicidade
cronica, a necrose apareceu em 66,7% dos animais expostos ao inseticida, sendo 45% classificadas no
grau 1 e 55% no grau 2. Nesse periodo, nenhum animal do grupo controle apresentou necrose.

Na figura 3 é possivel observar a distribui¢cdo da frequéncia absoluta entre o nimero de animais
com necrose no grupo controle e expostos, assim como o aumento na ocorréncia dessa altera¢do com o
maior tempo de exposic¢do.

DISCUSSAO

Em relacdo a toxicidade do agrotéxico de acordo com sua CL50, Zucker (1985) afirma que um
agrotéxico é considerado praticamente ndo téxico quando a CL50 > 100mg/L. Nesse experimento nao
ocorreu nenhum 6bito nas concentragdes estudadas, sendo considerado, portanto, que o tiametoxam é
praticamente nio t6xico para pacamais, sem a necessidade de repetir o experimento com concentragdes
mais elevadas. Fulton et al. (2014) afirmam que a toxicidade aguda de neonicotindides para peixes é baixa,
enquanto que Barbee & Stout (2009) reportaram, tanto para truta arco-iris quanto para bluegillsunfish,
valores de CL50 superiores a 100mg/L e 114mg/L, respectivamente. Em tilapias do Nilo foi encontrado
por Albinati et al. (2014), CL50 de 322,08mg/L. No entanto, algumas espécies apresentam uma maior
sensibilidade como o pacu, que apresentaram CL50 de 16,97mg/L e o Mato Grosso com 49,78mg/L
(Carraschi et al. 2015). Cabe ressaltar que apenas um pequeno numero de espécies de peixes tem sido
avaliado quanto a sensibilidade a neonicotinéides (Anderson et al. 2015).
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Embora no teste de toxicidade aguda o tiametoxam tenha se comportado como um inseticida
praticamente ndo téxico para o pacam3j, ressalta-se que nem todos os pesticidas provocam morte imediata
dos peixes e doses subletais podem causar mudangas comportamentais, perda de peso, queda na
resisténcia e reducdo da respostaimunolégica, dentre outros problemas (Helfrich et al. 1996).

As alteracdes histopatoldgicas encontradas nesse trabalho sdo concordantes com as relatadas por
Viana et al.(2013), quando estudaram peixes coletados de zonas de risco de um estudrio amazdnico,
encontrando como principais alteracdes a degeneracdo gordurosa, congestio e necrose focal. Em
levantamento realizado por Santos-Filho et al.(2014), a vacuolizacdo foi a alteracdo hepatica mais
frequente encontrada em peixes expostos a poluentes.

As vacuolizagdes hepaticas representam armazenamento de glicogénio e lipideos e podem
ocorrer quando a tomada de energia excede os requerimentos metabdlicos. O figado de peixes tende a
estocar o excesso de energia em forma de glicogénio e ou lipideo no citoplasma dos hepatdcitos. Isso é
comum em peixes de cultivos que sdo alimentados com racdes caldricas e ndo tem muitos gastos
energéticos. A predilecdo para acumular glicogénio ou lipideo é espécie dependente e pode estar
relacionada a dieta (Wolf etal. 2015).

Peixes doentes, estressados ou malnutridos frequentemente exibem uma redug¢do nos estoques
hepaticos de energia, diminuindo a vacuolizagdo hepatocelular (Wolf et al. 2015). Uma resposta
morfolégica hepatica comum em peixes expostos a agentes tdxicos é a perda de glicogénio e ou lipideo
(Ferguson 1989). Essa perda pode ocorrer como efeito direto da intoxicacdo, porém a exposicdo a agentes
téxicos pode também resultar em acimulo de gordura ou glicogénio hepéatico, com a hipdtese de ser
resultante do decréscimo de quebra de glicogénio devido a toxicidade hepatocelular (Wolf & Wolfe 2005).
Stoyanova et al.(2012) estudando carpas expostas por 96 horas a 6,6; 10 e 20mg/L de Actara 25WG
demonstraram que a intensidade da coloragido de reacdo ao acido periddico de Schifft, em figados, foi
diretamente proporcional ao aumento da concentragdo do inseticida, indicando um aumento na
quantidade de glicogénio hepatico. Em pacus sadios expostos a 75mg/L de tiametoxam em banhos
terapéuticos por sete dias ndo foi identificada nenhuma alteracdo histopatolégica em branquias, figado,
rins e pele, no entanto, houve uma polarizagdo do glicogénio hepdatico, indicando que esta reserva
energética estava sendo utilizada(Carraschi 2014).

Vale ressaltar que nesse experimento, nas primeiras 96 horas, os animais nio foram alimentados
e apos esse periodo foi feita a oferta didria de alimento. Esse fato pode refletir em uma maior vacuolizagao
nos animais avaliados apés 15 dias, independente de estarem ou ndo expostos ao inseticida, uma vez que
ndo houve diferenca no grau de vacuolizagdo entre o grupo controle e o exposto.

No presente trabalho a maioria dos figados apresentaram um grau elevado de vacuolizagio,
independente de pertencerem a grupos expostos ou ndo ao inseticida. A reacdo ao PAS foi fracamente
positiva nos animais que apresentavam um maior grau de vacuolizacdo, o que pode estar relacionado a
uma maior presenca de lipideos em relagdo ao glicogénio. Outra possibilidade para a quantidade de
vacuolos presentes nos animais pode estar relacionada a alimentacdo oferecida, uma vez que ainda nao
existe um protocolo com dados técnicos para o cultivo de pacam3, gerando hipétese de que a dieta
ofertada pode estar com elevada taxa caldrica, o que deve ser posteriormente avaliado.

Em relacdo as congestdes hepaticas encontradas, ndo foi observada diferenga entre os grupos
expostos e o controle, sendo essa alteragdo ndo considerada como indicativa de toxicidade do
tiametoxam. Segundo Wolf et al. (2015),a avaliacdo de congestdo e dilatacdo de sinusdides pode estar
relacionada a forma como o peixe foi eutanasiado. Quanto a necrose hepatica, estafoi uma alteracdo
encontrada por outros autores em experimentos com exposicdo de peixes a agrotdxicos, como em tilapias
do Nilo alimentadas com 1.45 g/l de deltametrina (Kan et al. 2012), Heterobranchus bidorsalis expostos a
cipermetrina (Olufayo & Alade 2012) e Poecilia reticulata expostos a 250 pg/L de rotenona (Melo et al.
2015).Segundo Wolf & Wolfe (2005), a necrose é uma resposta claramente patolégica do figado de peixes
relacionada as toxinas. Necrose focal pode estar isolada entre o tecido hepatico normal ou infiltrado por
células inflamatérias e é uma alteracdo que pode estar associada a varias condig¢des téxicas, incluindo
pesticidas (Roberts 2012).0 figado geralmente demonstra os efeitos toxicos apds exposicdo prolongada
(Melo et al.2015), o que foi observado nesse experimento, com o aumento da ocorréncia de necrose nos
animais expostos cronicamente ao tiametoxam.

CONCLUSAO

O inseticida a base de tiametoxam avaliado nesse experimento causou necrose hepatica nos animais
expostos por 96 horas e 15 dias, com aumento do numero de animais afetados ap6s 15 dias de exposigao.
A CI50 foi determinada como superiora 100mg/L.
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Legenda das Figuras

Fig 1. Fotomicrografias de cortes histolégicos de tecido hepatico com diferentes graduacdes de
vacuolizagdo (obj. 40x). Em A, vacuolizagao grau 1 referente a animal do grupo controle 96 horas (HE); em
B, controle 96 horas, vacuolizagdo grau 1 demonstrando reagdo positiva ao PAS (seta amarela) (PAS); em
C, animal exposto ao T1 por 96 horas, apresentando vacuolizagdo grau 2 (HE), em D, animal exposto ao T1,
vacuolizacdo grau 2 demonstrando reagdo positiva ao PAS; em E, animal exposto ao T5 por 15 dias,
apresentando vacuolizacdo grau 3 (HE); em F, animal exposto ao T5 por 15 dias, vacuolizagdo grau 3,
demonstrando a fraca reacdo ao PAS (granulacdes). Seta amarela - darea de reagdo positiva ao PAS.
Asterisco ( *) - veia central.

Fig 2. Fotomicrografias de cortes histoldgicos de tecido hepatico de pacama expostos ao tiametoxam por
15 dias. Em A, extensa drea de necrose (seta preta) com presenca de hemécias (*) (HE, obj.10x). Em B,
area de necrose com presencga de nucleos picnéticos (seta amarela) (HE, obj.40x).

Fig 3. Distribuicao da frequéncia absoluta de necrose hepatica em pacamas expostos ao tiametoxam por
96 horas e 15 dias.
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Fig. 1. Fotomicrografias de cortes histolégicos de tecido hepatico com diferentes graduagdes de
vacuolizacdo (obj. 40x). Em A, vacuolizacdo grau 1 referente a animal do grupo controle 96 horas
(HE); em B, controle 96 horas, vacuolizagdo grau 1 demonstrando reagdo positiva ao PAS (seta
amarela) (PAS); em C, animal exposto ao T1 por 96 horas, apresentando vacuolizacdo grau 2 (HE),
em D, animal exposto ao T1, vacuolizacdo grau 2 demonstrando reac¢do positiva ao PAS; em E,
animal exposto ao T5 por 15 dias, apresentando vacuolizagdo grau 3 (HE); em F, animal exposto ao
T5 por 15 dias, vacuolizagdo grau 3, demonstrando a fraca reagdo ao PAS (granulagdes). Seta

amarela - area de reagdo positivaao PAS. Asterisco (*) - veia central.
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Fig. 2. Fotomicrografias de cortes histologicos de tecido hepatico de pacama expostos ao
tiametoxam por 15 dias. Em A, extensa area de necrose (seta preta) com presenca de hemacias (*)
(HE, 0bj.10x). Em B, area de necrose com presenca de nucleos picndticos (seta amarela) (HE,

0bj.40x).
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Fig. 3. Distribuicdo da frequéncia absoluta de necrose hepatica
em pacamas expostos ao tiametoxam por 96 horas e 15 dias.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Apoiado nos resultados obtidos nesta pesquisa, constatou-se que 0 tiametoxam
apresentou CL50 superior a 100mg/L sendo classificado como ligeiramente toéxico para as
duas espécies estudadas, Oreochromis niloticus e Lophiosilurus alexandri. No entanto, a
histopatologia hepatica se mostrou uma excelente ferramenta para avaliacdo de toxicidade,
uma vez que em ambas as espécies, tanto em exposicdes agudas quanto em exposicdes
cronicas, observaram-se alteragdes significativas no figado, como a necrose hepética. Mesmo
em concentragcdes dez vezes menor que a CL50, como foi no experimento com a tilapia, o
tiametoxam apresentou hepatotoxicidade. Dos parametros bioquimicos avaliados em tilapias,

a proteina total e os trigicerideos apresentaram utilidade na avaliacdo de toxicidade.
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7. ANEXOS

ANEXO A-INSTRUCOES AOS AUTORES (ARQUIVO BRASILEIRO DE
MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA).

INSTRUCOES AOS AUTORES
Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia

(Brazilian Journal of Veterinary and Animal Sciences)

Politica Editorial

O periédico Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia (Brazilian
Journal of Veterinary and Animal Science), ISSN 0102-0935 (impresso) e 1678-4162 (on-
line), € editado pela FEPMVZ Editora, CNPJ: 16.629.388/0001-24, e destina-se a publica¢do
de artigos cientificos sobre temas de medicina veterinaria, zootecnia, tecnologia e inspecéo de
produtos de origem animal, aquacultura e areas afins.

Os artigos encaminhados para publicacdo sdo submetidos a aprovacdo do Corpo
Editorial, com assessoria de especialistas da area (relatores). Os artigos cujos textos
necessitarem de revisbes ou corregdes serdo devolvidos aos autores. Os aceitos para
publicacdo tornam-se propriedade do Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia
(ABMVZ) citado como Arg. Bras. Med. Vet. Zootec. Os autores sdo responsaveis pelos
conceitos e informacdes neles contidos. Sdo imprescindiveis originalidade, ineditismo e

destinacédo exclusiva ao ABMVZ.

Orientagdo para tramitacdo de artigos

»= Toda a tramitacdo dos artigos é feita exclusivamente pelo Sistema de publicacdo on-line
do ABMVZ no enderego www.abmvz.org.br.

= Apenas o autor responsavel pelo artigo deverd preencher a ficha de submissdo, sendo

necessario o cadastro do mesmo no Sistema.

= Toda comunicacdo entre os diversos atores do processo de avaliacdo e publicacédo
(autores, revisores e editores) sera feita exclusivamente de forma eletrénica pelo Sistema,
sendo o autor responsavel pelo artigo informado, automaticamente, por e-mail, sobre qualquer

mudanca de status do artigo.
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= A submissdo s6 se completa quando anexado o texto do artigo em Word e em pdf no
campo apropriado.

= Fotografias, desenhos e gravuras devem ser inseridas no texto e também enviadas, em
separado, em arquivo com extensdo jpg em alta qualidade (minimo 300dpi), zipado, inserido
no campo proprio.

» Tabelas e graficos ndo se enquadram no campo de arquivo zipado, devendo ser inseridas
no corpo do artigo.

= E de exclusiva responsabilidade de quem submete o artigo certificar-se de que cada um
dos autores tenha conhecimento e concorde com a inclusdo de seu nome no mesmo
submetido.

= O ABMVZ comunicard, via eletrbnica, a cada autor, a sua participacdo no artigo. Caso
pelo menos um dos autores ndo concorde com sua participacdo como autor, 0 artigo sera

considerado como desisténcia de um dos autores e sua tramitacdo encerrada.

Comité de Etica

E indispensavel anexar copia do Certificado de aprovacio do projeto da pesquisa que
originou o artigo, expedido pelo CEUA (Comité de Etica no Uso de Animais) de sua
Instituicdo, em atendimento & Lei 11794/2008. Esclarecemos que o referido documento deve
constar como sendo a primeira pagina do texto em Word (n&o incluir no texto em pdf), além

da mencdo, em Material e Métodos, do nimero do Certificado de aprovacao do projeto.

Tipos de artigos aceitos para publicacao:
= Artigo cientifico
E o relato completo de um trabalho experimental. Baseia-se na premissa de que 0s

resultados s&o posteriores ao planejamento da pesquisa.

Secdes do texto: Titulo (portugués e inglés), Autores e Filiagdo, Resumo, Abstract,
Introducdo, Material e Métodos, Resultados, Discussdo (ou Resultados e Discussao),
Conclusbes, Agradecimentos (quando houver) e Referéncias.

O namero de paginas nao deve exceder a 15, incluindo tabelas e figuras.

O nUmero de Referéncias ndo deve exceder a 30.
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Preparacdo dos textos para publicacdo

Os artigos devem ser redigidos em portugués ou inglés, na forma impessoal. Para
ortografia em inglés recomenda-se 0 Webster’s Third New International Dictionary. Para
ortografia em portugués adota-se o Vocabulario Ortografico da Lingua Portuguesa, da
Academia Brasileira de Letras.

Formatacéo do texto

= O texto NAO deve conter subitens em qualquer das secdes do artigo e deve ser
apresentado em Microsoft Word, em formato A4, com margem 3cm (superior, inferior, direita
e esquerda), em fonte Times New Roman tamanho 12 e em espacamento entrelinhas 1,5, em
todas as paginas e secdes do artigo (do titulo as referéncias), com linhas numeradas.

= N&o usar rodapé. Referéncias a empresas e produtos, por exemplo, devem vir,

obrigatoriamente, entre paréntesis no corpo do texto na seguinte ordem: nome do produto,

substancia, empresa e pais.

Secdes de umartigo

= Titulo. Em portugués e em inglés. Deve contemplar a esséncia do artigo e ndo ultrapassar
150 digitos.

= Autores e Filiagdo. Os nomes dos autores sdo colocados abaixo do titulo, com
identificacdo da instituicdo a que pertencem. O autor para correspondéncia e seu e-mail

devem ser indicados com asterisco.

Nota:

1. o texto do artigo em Word deve conter o nome dos autores e filiagdo.

2. 0 texto do artigo em pdf NAO deve conter o nome dos autores e filiagao.

» Resumo e Abstract. Deve ser o mesmo apresentado no cadastro contendo até 2000
digitos incluindo os espacos, em um sO paragrafo. Ndo repetir o titulo e ndo acrescentar
revisao de literatura. Incluir os principais resultados numéricos, citando-os sem explica-los,

guando for o caso. Cada frase deve conter uma informacéo. Atencdo especial as conclusdes.
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» Palavras-chave e Keywords. No maximo cinco.

» Introducdo. Explanacdo concisa, na qual sdo estabelecidos brevemente o problema, sua
pertinéncia e relevancia e os objetivos do trabalho. Deve conter poucas referéncias,
suficientes para baliza- la.

= Material e Métodos. Citar o desenho experimental, o material envolvido, a descricédo dos
meétodos usados ou referenciar corretamente os métodos ja publicados. Nos trabalhos que
envolvam animais efou organismos geneticamente modificados devera constar,
obrigatoriamente, o nimero do Certificado de aprovacdo do CEUA. (verificar o Item Comité
de Etica).

» Resultados. Apresentar clara e objetivamente os resultados encontrados.

v' Tabela. Conjunto de dados alfanuméricos ordenados em linhas e colunas. Usar linhas
horizontais na separacdo dos cabecalhos e no final da tabela. O titulo da tabela recebe
inicialmente a palavra Tabela, seguida pelo nimero de ordem em algarismo arabico e ponto
(ex.: Tabela 1.). No texto a tabela deve ser referida como Tab seguida de ponto e do nimero
de ordem (ex.: Tab. 1), mesmo quando se referir a varias tabelas (ex.: Tab. 1, 2 e 3). Pode ser
apresentada em espacamento simples e fonte de tamanho menor que 12 (o menor tamanho
aceito € 8). A legenda da Tabela deve conter apenas o indispensavel para o seu entendimento.
As tabelas devem ser, obrigatoriamente, inseridas no corpo do texto preferencialmente apés a
sua primeira citagéo.

v' Figura. Compreende qualquer ilustracdo que apresente linhas e pontos: desenho,
fotografia, gréafico, fluxograma, esquema, etc. A legenda recebe inicialmente a palavra Figura,
seguida do numero de ordem em algarismo ardbico e ponto (ex.: Figura 1.) e € referida no
texto como Fig seguida de ponto e do nimero de ordem (ex.: Fig.1), mesmo se referir a mais
de uma figura (ex.: Fig. 1, 2 e 3). Além de inseridas no corpo do texto, fotografias e desenhos
devem também ser enviadas no formato jpg com alta qualidade, em um arquivo zipado,
anexado no campo proprio de submissdo na tela de registro do artigo. As figuras devem ser,

obrigatoriamente, inseridas no corpo do texto preferencialmente apds a sua primeira citagcao.

Nota:
v' Toda tabela e/ou figura que ja tenha sido publicada deve conter, abaixo da legenda,
informac&o sobre a fonte (autor, autorizagdo de uso, data) e a correspondente referéncia deve

figurar nas Referéncias.
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= Discussdo. Discutir somente os resultados obtidos no trabalho. (Obs.: As sec¢des
Resultados e Discussdo poderdo ser apresentadas em conjunto a juizo do autor, sem prejudicar
qualguer das partes e sem subitens).

= ConclusGes. As conclusdes devem apoiar-se nos resultados da pesquisa executada e serem
apresentadas de forma objetiva, SEM revisdo de literatura, discussao, repeticdo de resultados
e especulacgoes.

» Agradecimentos. Nao obrigatério. Devem ser concisamente expressados.

= Referéncias. As referéncias devem ser relacionadas em ordem alfabética, dando-se
preferéncia a artigos publicados em revistas nacionais e internacionais, indexadas. Livros e

teses devem ser referenciados o minimo possivel, portanto, somente quando indispensaveis.

Sdo adotadas as normas gerais ABNT, adaptadas para o ABMVZ conforme exemplos:

Como referenciar:

1. CitagOes no texto

» A indicacdo da fonte entre parénteses sucede a citacdo para evitar interrupcdo na
sequéncia do texto, conforme exemplos:

v/ autoria Unica: (Silva, 1971) ou Silva (1971); (Anuario..., 1987/88) ou Anuario...
(1987/88)

v dois autores: (Lopes e Moreno, 1974) ou Lopes e Moreno (1974)

v mais de dois autores: (Ferguson et al., 1979) ou Ferguson et al. (1979)

v"mais de um artigo citado: Dunne (1967); Silva (1971); Ferguson et al. (1979) ou (Dunne,
1967; Silva, 1971; Ferguson et al., 1979), sempre em ordem cronolégica ascendente e
alfabética de autores para artigos do mesmo ano.

= Citacdo de citacdo. Todo esforco deve ser empreendido para se consultar o documento
original. Em situagBes excepcionais pode-se reproduzir a informacgdo j& citada por outros
autores. No texto, citar o sobrenome do autor do documento ndo consultado com o ano de
publicacdo, sequido da expressdo citado por e o sobrenome do autor e ano do documento
consultado. Nas Referéncias, deve-se incluir apenas a fonte consultada.

= Comunicacdo pessoal. Ndo fazem parte das Referéncias. Na citacdo coloca-se o

sobrenome do autor, a data da comunicacdo, nome da Instituicdo a qual o autor é vinculado.

2. Periddicos (até 4 autores, citar todos. Acima de 4 autores citar 3 autores et al.):
ANUARIO ESTATISTICO DO BRASIL. v.48, p.351, 1987-88.
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FERGUSON, J.A.; REEVES, W.C.; HARDY, J.L. Studies on immunity to alphaviruses in
foals. Am. J. Vet. Res., v.40, p.5-10, 1979.

HOLENWEGER, J.A.; TAGLE, R.; WASERMAN, A. et al. Anestesia general del canino.
Not. Med. Vet., n.1, p.13-20, 1984.

3. Publicacdo avulsa (até 4 autores, citar todos. Acima de 4 autores citar 3 autores et al.):
DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del cerdo. México: UTEHA, 1967. 981p.

LOPES, C.A.M.; MORENO, G. Aspectos bacterioldgicos de ostras, mariscos e mexilhdes. In:
CONGRESSO BRASILEIRO DE MEDICINA VETERINARIA, 14., 1974, Sao Paulo.
Anais... Sao Paulo: [s.n.] 1974. p.97. (Resumo).

MORRIL, C.C. Infecciones por clostridios. In: DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del cerdo.
México: UTEHA, 1967. p.400-415.

NUTRIENT requirements of swine. 6.ed. Washington: National Academy of Sciences, 1968.
69p.

SOUZA, C.F.A. Produtividade, qualidade e rendimentos de carcaca e de carne em bovinos
de corte. 1999. 44f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) — Escola de Veterinaria,

Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte.

4. Documentos eletronicos (até 4 autores, citar todos. Acima de 4 autores citar 3 autores et
al):

QUALITY food from animals for a global market. Washington: Association of American
Veterinary Medical College, 1995. Disponivel em: <http://www. org/critcal6.htm>. Acessado
em: 27 abr. 2000.

JONHNSON, T. Indigenous people are now more cambative, organized. Miami Herald, 1994.
Disponivel em: <http://www.summit.fiu.edu/  MiamiHerld-Summit- RelatedArticles/>.
Acessado em: 5 dez. 1994.

Nota:

= Artigos que ndo estejam rigorosamente dentro das normas acima ndo serdo aceitos para
avaliacéo.

= (O Sistema reconhece, automaticamente, como ‘“Desisténcia do Autor” artigos em
diligéncia e/ou “Aguardando liberagdo do autor”, que ndo tenha sido respondido no prazo

dado pelo Sistema.
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ANEXO B - INSTRUCOES AOS AUTORES (PESQUISA VETERINARIA
BRASILEIRA)

ISSN 0100-736Xversion impresa
ISSN 1678-5150 version online

INSTRUCOES AOS AUTORES
Os artigos devem ser submetidos através do Sistema Scholar One, link

<https://mc04.manuscriptcentral.com/pvb-scielo>, com os arquivos de texto na

versio mais recente do Word e formatados de acordo com o modelo de
apresentacao disponiveis no ato de submissiao e no site da revista (www.pvb.
com.br). Devem constituir-se de resultados de pesquisa ainda nao publicados e nao
considerados para publicacdo em outro periddico.

Apesar de ndo serem aceitas comunica¢des (Short commu-nications) sob a forma de
“Notas Cientificas”, ndo ha limite minimo do nimero de paginas do artigo enviado.

Embora sejam de responsabilidade dos autores as opinides e conceitos emitidos nos
artigos, o Conselho Editorial, com a assisténcia da Assessoria Cientifica, reserva-se o
direito de sugerir ou solicitar modificacdes aconselhdveis ou necessarias. Os artigos
submetidos sdo aceitos através da aprovacao pelos pares (peer review).

NOTE: Em complementac¢ao aos recursos para edicdo da revista é cobrada taxa
de publicacao (paper charge) no valor de R$ 1.500,00 por artigo editorado, na
ocasiao do envio da prova final, ao autor para correspondéncia.

1. Os artigos devem ser organizados em Titulo, ABSTRACT, RESUMO,
INTRODUCAO, MATERIAL E METODOS, RESULTADOS, DISCUSSAO, CONCLUSOES,
Agradecimentos e REFERENCIAS:

a) o Titulo deve ser conciso e indicar o conteddo do artigo; pormenores de
identificacdo cientifica devem ser colocados em MATERIAL E METODOS.

b) O(s) Autor(es) deve(m) sistematicamente abreviar seus nomes quando
compridos, mas mantendo o primeiro nome e o ultimo sobrenome por extenso, como
por exemplo:

Paulo Fernando de Vargas Peixoto escreve Paulo V. Peixoto (inverso, Peixoto P.V.);
Franklin Riet-Correa Amaral escreve Franklin Riet-Correa (inverso, Riet-Correa F.). Os
artigos devem ter no maximo 8 (oito) autores;


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_serial&pid=0100-736X&lng=pt&nrm=iso
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c) o ABSTRACT deve ser uma versao do RESUMO em portugués, podendo ser mais
explicativo, seguido de “INDEX TERMS” que incluem palavras do titulo;

d) o RESUMO deve conter o que foi feito e estudado, indicando a metodologia e dando
0s mais importantes resultados e conclusdes, seguido dos “TERMOS DE INDEXACAO”
que incluem palavras do titulo;

e) a INTRODUGAO deve ser breve, com citagdo bibliografica especifica sem que a
mesma assuma importancia principal, e finalizar com a indicacao do objetivo do artigo;

f) em MATERIAL E METODOS devem ser reunidos os dados que permitam a
repeticdo da experimentagdo por outros pesquisadoreg. Em experimentos com animais,
deve constar a aprovacao do projeto pela Comissao de Etica local;

g) em RESULTADOS deve ser feita a apresentacdo concisa dos dados obtidos.
Quadros (em vez de Tabelas) devem ser preparados sem dados supérfluos,
apresentando, sempre que indicado, médias de varias repeticdes. E conveniente
expressar dados complexos, por graficos (=Figuras), ao invés de apresenta-los em
Quadros extensos;

h) na DISCUSSAO devem ser discutidos os resultados diante da literatura. Nio
convém mencionar artigos em desenvolvimento ou planos futuros, de modo a evitar
uma obrigacdo do autor e da revista de publica-los;

i) as CONCLUSOES devem basear-se somente nos resultados apresentados;

j) Agradecimentos devem ser sucintos e nao devem aparecer no texto ou em notas
de rodapé;

k) a Lista de REFERENCIAS, que sé incluira a bibliografia citada no artigo e a que
tenha servido como fonte para consulta indireta, devera ser ordenada alfabetica e
cronologicamente, pelo sobrenome do primeiro autor, seguido dos demais autores
(todos), em caixa alta e baixa, do ano, do titulo da publicacdo citada, e, abreviado (por
extenso em casos de duvida), o nome do periédico ou obra, usando sempre como
exemplo os ultimos fasciculos da revista (www.pvb.com.br).

2. Na elaborac¢ao do texto devem ser atendidas as seguintes normas:

a) A digitacao deve ser na fonte Cambria, corpo 10, entrelinha simples; a pagina deve
ser no formato A4, com 2cm de margens (superior, inferior, esquerda e direita), o
texto deve ser corrido e ndo deve ser formatado em duas colunas, com as legendas das
Figuras no final (logo apés as REFERENCIAS). As Figuras e os Quadros devem ter seus
arquivos fornecidos separados do texto. Os nomes cientificos devem ser escritos por
extenso no inicio de cada capitulo.

b) a redacdo dos artigos deve ser concisa, com a linguagem, tanto quanto possivel, no
passado e impessoal; no texto, os sinais de chamada para notas de rodapé serdo
numeros arabicos colocados em sobrescrito apds a palavra ou frase que motivou a nota.
Essa numeracdo serd continua por todo o artigo; as notas deverdo ser lancadas ao pé da
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pagina em que estiver o respectivo nimero de chamada, sem o uso do “Inserir nota de
fim”, do Word. Todos os Quadros e todas as Figuras tém que ser citados no texto. Estas
citacbes serdo feitas pelos respectivos numeros e, sempre que possivel, em ordem
crescente. ABSTRACT e RESUMO serdo escritos corridamente em um s6 paragrafo e nao
devem conter cita¢des bibliograficas.

c) no rodapé da primeira pagina devera constar endereco profissional completo
de todos os autores (na lingua do pais dos autores), o e-mail do autor para
correspondéncia e dos demais autores. Em sua redacdo deve-se usar virgulas em vez
de tragos horizontais;

d) siglas e abreviacGes dos nomes de instituicdes, ao aparecerem pela primeira vez no
artigo, serdo colocadas entre parénteses, apds o nome da instituicdo por extenso;

e) citacdes bibliograficas serdo feitas pelo sistema “autor e ano”; artigos de até dois
autores serao citados pelos nomes dos dois, e com mais de dois, pelo nome do primeiro,
seguido de “et al.”, mais o ano; se dois artigos nao se distinguirem por esses elementos, a
diferenciacao sera feita através do acréscimo de letras minusculas ao ano. Artigos nao
consultados na integra pelo(s) autor(es), devem ser diferenciados, colocando-se
no final da respectiva referéncia, “(Resumo)” ou “(Apud Fulano e o ano.)”; a
referéncia do artigo que serviu de fonte, sera incluida na lista uma sé vez. A
menc¢ao de comunicacao pessoal e de dados nao publicados é feita no texto somente com
citacdo de Nome e Ano, colocando-se na lista das Referéncias dados adicionais, como a
Instituicdo de origem do(s) autor(es). Nas citagbes de artigos colocados
cronologicamente entre parénteses, ndo se usara virgula entre o nome do autor e o
ano, nem ponto-e-virgula apds cada ano, como por exemplo: (Priester & Haves 1974,
Lemos et al. 2004, Krametter-Froetcher et. al. 2007);

f) a Lista das REFERENCIAS deverd ser apresentada em caixa alta e baixa, com os
nomes cientificos em itdlico (grifo), e sempre em conformidade com o padrao
adotado nos ultimos fasciculos da revista, inclusive quanto a ordenaciao de seus
varios elementos.

3. Os graficos (=Figuras) devem ser produzidos em 2D, com colunas em branco, cinza e
preto, sem fundo e sem linhas. A chave das convencdes adotadas sera incluida
preferentemente, na area do grafico (=Figura); evitar-se-4 o uso de titulo ao alto do
grafico (=Figura).

4. As legendas explicativas das Figuras devem conter informacdes suficientes para
que estas sejam compreensiveis, (até certo ponto autoexplicativas, independente do
texto).

5. Os Quadros devem ser explicativos por si mesmos. Entre o titulo (em negrito) e as

colunas deve vir o cabegalho entre dois tragos longos, um acima e outro abaixo. Ndo ha

tracos verticais, nem fundos cinzas. Os sinais de chamada serdo alfabéticos, re-
“w_n

comegandos, se possivel, com “a” em cada Quadro; as notas serdao lancadas logo abaixo
do Quadro respectivo, do qual serao separadas por um trago curto a esquerda.



