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RESUMO

Os biopesticidas visam substituir pesticidas sintéticos, sendo que, os formulados a base de
Bacillus thuringiensis (Bt) os mais empregados nas lavouras. Todavia, é pouco conhecido o seu
mecanismo de agdo e efeitos sob a biota aquatica. O objetivo foi avaliar os efeitos subletais do Bt em
tilapia-do-Nilo apds exposicdo aguda. Os peixes foram divididos em um grupo controle (GC), um
exposto a 30 mg L' do biopesticida (G30) e um exposto a 40 mg L' do Bt (G40), por 48 horas. Apos
exposicao, amostras de sangue e figado foram coletadas para andlise de toxicidade. O nimero de
eritrocitos com nucleos lobulados e reniformes aumentou, mas sem observancia de microntcleos. Nao
houve alteracdo nos pardmetros eritrocitarios, todavia, o nimero de leucocitos totais e trombocitos
aumentou nos tratados. Alteracdes histopatologicas hepaticas foram evidenciadas por um aumento de
inclusdes intracelulares, alteragdo nucleares e diminuicdo de hepatdcitos hipertrofiados entre os
tratados. O I, demostrou comprometimento do tecido hepatico no grupo G30 em relagdo ao controle e
entre tratados. Os danos resultantes da exposicdo ao Bt podem ser severos, mesmos sendo
categorizados como reversiveis. Concentragdes baixas de Bt podem induzir efeitos deletérios para
peixes, interferir no sistema imune e citologico do sangue e figado.
Palavras-chave: Biopesticida, microrganismo, contaminacdo aquatica, teledsteo, histopatologia.
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ABSTRACT

Biopesticides aim to replace synthetic pesticides, and those formulated based on Bacillus thuringiensis
(Bt) are the most used in crops. However, little is known about its mechanism of action and effects on
the aquatic biota. The objective was to evaluate the sublethal effects of Bt in Nile tilapia after acute
exposure. The fish were divided into a control group (GC), one exposed to 30 mg L' of the
biopesticide (G30) and one exposed to 40 mg L' of Bt (G40), for 48 hours. After exposure, blood and
liver samples were collected for toxicity analysis. The number of erythrocytes with lobulated and
kidney-shaped nuclei increased, but without observing micronuclei. There was no alteration in the
erythrocyte parameters, however, the number of total leukocytes and thrombocytes increased in the
treated ones. Hepatic histopathological changes were evidenced by an increase in intracellular
inclusions, nuclear alterations and a decrease in hypertrophied hepatocytes among those treated. The
I, demonstrated impairment of the hepatic tissue in the G30 group in relation to the control and
among the treated. Damage resulting from exposure to Bt can be severe, even though it is categorized
as reversible. Low concentrations of Bt can induce deleterious effects for fish, interfere with the
immune and cytological systems of the blood and liver.

Keywords: Biopesticide, microorganism, aquatic contamination, teleost, histopathology.

RESUMEN

Los bioplaguicidas pretenden sustituir a los plaguicidas sintéticos, siendo los formulados a base de
Bacillus thuringiensis (Bt) los més utilizados en los cultivos. Sin embargo, se sabe poco sobre su
mecanismo de accion y efectos sobre la biota acuatica. El objetivo fue evaluar los efectos subletales de
Bt en tilapia del Nilo después de una exposicion aguda. Los peces se dividieron en un grupo control
(GC), uno expuesto a 30 mg L' del biopesticida (G30) y otro expuesto a 40 mg L' de Bt (G40),
durante 48 horas. Después de la exposicion, se recolectaron muestras de sangre e higado para analisis
de toxicidad. Aument6 el nimero de eritrocitos con nucleos lobulados y en forma de rifidn, pero sin
observar micronucleos. No hubo alteracion en los parametros eritrociticos, sin embargo, el numero de
leucocitos totales y de trombocitos aumento en los tratados. Los cambios histopatoldgicos hepaticos se
evidenciaron por un aumento de inclusiones intracelulares, alteraciones nucleares y una disminucion
de hepatocitos hipertrofiados entre los tratados. El Iorg demostr6é deterioro del tejido hepatico en el
grupo G30 en relacion con el control y entre los tratados. El dafio resultante de la exposicion al Bt
puede ser grave, aunque se clasifica como reversible. Las bajas concentraciones de Bt pueden inducir
efectos nocivos para los peces, interferir con los sistemas inmunoldgico y citologico de la sangre y el
higado.

Descriptores: Biopesticida, microorganismo, contaminacion acudtica, teleosteos, histopatologia.

INTRODUCAO

A agricultura fornece residuos de produtos quimicos que podem ser distribuidos aos
ecossistemas e, quando disponiveis em ambientes aquaticos, podem contaminar os corpos d’agua e
viveiros de aquicultura (GALINDO REYES et al., 2000; COMOGLIO et al., 2005). Diante do uso
intensivo ¢ desordenado nos cultivos agricolas, os pesticidas se tornaram uma das classes de

contaminantes com maior representatividade no ambiente, gerando diversos impactos ambientais,
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principalmente nos recursos hidricos (LOPES; ALBUQUERQUE, 2018). Consequentemente, essas
substancias podem interagir com a biota aquatica e causar alteragdes genotdxicas, morfofuncionais ou
até morte a esses animais (DEVI; MISHRA, 2013; MORAES et al., 2015).

Embora os pesticidas sejam intensamente utilizados para o controle de pragas, apresentam
desvantagens que sdo relevantes para as populagdes de animais selvagens, ou seja, estdo longe de
serem especificos da espécie e, portanto, afetam negativamente organismos nao-alvo (NAKAGOME;
NOLDIN; RESGALLA JR, 2007; NOCELLI et al., 2012; SCHIEHL et al., 2019). Neste contexto,
objetivando alternativas menos prejudiciais a0 meio ambiente, hd em protagonismo o uso de
biopesticidas, os quais possuem agentes de biocontrole como naturais ou substancias derivadas de
seres vivos, incluindo seus genes e/ou metabolitos (FERREIRA et al., 2022). Sendo assim, a utiliza¢ao
de biopesticidas sugere ser inerente e fundamental para o sucesso da disponibilidade de alimentos para
0 homem e animais (SUDAKIN, 2003). Muitos pesticidas microbioldgicos, tais como formulagoes
contendo o Bacillus thuringiensis (Bt) como principio ativo, tem a caracteristica de ser um inseticida
biologico danoso apenas contra organismos alvos, como larvas de lepidopteras (MACEDO et al.,
2012).

O Bt é uma bactéria gram-positiva e aerobia, que produz inclusdes proteicas cristalinas e
esporos, sendo estas inclusdes compostas por proteinas como f-endotoxinas ou proteinas Cry, muito
toxicas a uma grande variedade de insetos, como lepidopteros, dipteros e coledpteros (MACEDO et
al.,, 2012; MARTINS et al., 2014), além de ser util para controle de animais ndo-alvos, pois ha
subespécie de B. thuringiensis que apresenta cristais toxicos contra insetos das Ordens Hymenoptera,
Hemiptera, Ortoptera, Phthraptera, bem como para alguns nematoides, protozoarios e &caros
(BEEGLE; YAMAMOTO, 1992; FEDERICI, 2005). O Bt ¢ muito utilizado na agricultura, em
plantacdes transgénicas, pois as proteinas Cry sdo expressas em todas as células da planta, de modo a
expor continuamente as larvas dos insetos a proteina toxica (NAVON, 2000; SANCHIS; BOURGUET,
2008).

Entretanto, alguns estudos demostraram o Bt como ndo nocivo a peixes. Simao et al. (2021)
analisou a genotoxicidade, mutagenicidade e morfologia em O. niloticus e, observou uma nao
toxicidade do biopesticida. Silva et al. (2020) observou que o Bt ndo alterou as variaveis
hematologicas nesta mesma espécie, demostrando uma baixa toxicidade do quimico. Em
contrapartida, Mariano et al. (2019) demonstrou efeitos nocivos do Bt em Arapaima gigas e Piaractus
mesopotamicus expostos a 20 mg L. Esses dados tornam-se relevantes as informag¢des de que o Bt
poderia alterar a satde dos peixes e equilibrio do ecossistema aquatico.

Considerando que os efeitos do Bt sdo pobremente estudados em espécies de peixes

neotropicais e, que nao existe uma relagdo espécie-especifica com os efeitos ja analisados, o objetivo

DOI: http://dx.doi.orq//10.20873/DEZ 23 03 Revista Desafios —v.3, n.1, 2023



http://dx.doi.org//10.20873/DEZ_23_03

4
Silva et al, 2023_ALTERACOES NOS PARAMETROS SANGUINEOS E MORFOFISIOLOGICO HEPATICO EM
TILAPIA-DO-NILO, Oreochromis niloticus, APOS EXPOSICAO AGUDA COM BIOINSETICIDA A BASE DE
Bacil

deste trabalho foi avaliar os efeitos toxicos que concentragdes subletais de Bt em agua podem causar

em peixes Oreochromis niloticus apos exposi¢do aguda ao biopesticida.

MATERIAIS E METODOS

Animais

Juvenis de O. niloticus (Comprimento total = 13,19 £ 1,19 cm e massa corporea = 44,8 &= 14,5
g) foram obtidos de uma piscicultura comercial localizada em Araguaina -TO. Os peixes foram
transportados para o Laboratorio de Morfofisiologia Animal Comparada (LaMAC) da Universidade
Federal do Tocantins, Campus Cimba, acomodadas em tanques de 250 L com aeracdo constante,
temperatura (27 + 1 ° C) e parametros fisico-quimicos (pH 6,5; OD 6,2 + 2,3) controlados e ciclo
natural claro:escuro (12:12 h). Os animais eram alimentados ad /ibitum uma vez ao dia com ragdo

comercial com 40% de proteina.

Biopesticida

O biopesticida utilizado foi o Dipel® WP que tem como principio ativo esporos da bactéria B.
thuringiensis, var. kurstaki, linhagem HD-1, 16.000 UI de poténcia por mg (minimo de 25 bilhdes de
esporos vidveis por grama) na concentragdo de 32,0 g de Bt Kg' de Dipel (3,2 % m/m). O produto é
registrado no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento sob o n° 00858901 (MAPA, 2017).

Delineamento experimental e coleta de amostras

Os peixes foram divididos aleatoriamente em trés grupos (n=8 cada grupo), sendo um controle
(GC), um grupo exposto a 30 mg L' do biopesticida (G30) e grupo exposto a 40 mg L' do
biopesticida (G40). Os animais foram colocados em aquarios de 100 L com os parametros
fisico-quimicos controlados como na aclimatacdo, privados de alimenta¢ao para aclimatagdo por 24
horas. A exposic¢ao foi por 48 horas em sistema estatico.

Apbs a exposicdo, os animais foram preparados para os procedimentos da coleta de amostras
de sangue (1 mL) via punc¢do caudal com seringas heparinizadas para os pardmetros hematologicos e
genotoxicos. Em seguida, foram anestesiados e eutanasiados com benzocaina (0,1 g L) e secgdo
medular para coleta do figado para analise de biomarcador histopatologico.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica de Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Federal do Tocantins, processo nimero 23.101.002.470/2020-17.

Biomarcadores citogenotoxicos
Uma aliquota (10 uL) de sangue total foi utilizada para confeccdo de extensdo sanguinea em

laminas histologica, as quais foram secas em temperatura ambiente, fixadas em metanol por 20
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minutos e coradas com Guiemsa 5% por 20 min. Apos secas, as laminas foram utilizadas para o teste
do microntcleo (MN) e ocorréncias de alteragdes eritrociticas nucleares (ANEs) segundo metodologia
de Carrasco et al. (1990), com adaptacdes de Cavalcante et al. (2008).

As analises foram realizadas em microscopio de luz (PHYSIS), sob aumento de 1000x. Para
cada animal, foram analisados 3.000 eritrocitos, anotando as frequéncias das alteragdes nucleares e
MN das células. Para a consideracio de um MN verdadeiro, as andlises seguem um critério
caracteristico: 1) ser morfologicamente semelhante ao nucleo principal; 2) ter um didmetro de até 1/3
do didmetro do nucleo principal; 3) ndo ser refringente; 4) ndo estar de qualquer forma conectado ao
nucleo principal; 5) possuir a mesma coloracdo do nticleo principal. Para a classificacdo das ANEs
foram consideradas caracteristicas morfologicas como: nucleo segmentado, nucleo lobulado, nicleo

reniforme, niicleo vacuolado, niicleo indentado e binucleado.

Biomarcadores fisiolégicos

As amostras sanguineas foram utilizadas para determinacdo do hematdcrito (Hct - %),
concentragdo de hemoglobina (Hb — g dL™), eritrocitos (RBC — ntmero de células x 10* mm® de
sangue), Volume Corpuscular Médio (VCM — fL), Hemoglobina Corpuscular Média (HCM — pg
célula’) e Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM — g dL™"). Extensdes sanguineas
foram preparadas com o kit Pandtico rapido (Laborclin) e utilizadas para a contagem de leucdcitos
totais e trombocitos totais. A analise diferencial de leucocitos foi calculada pelo nimero de eritrocitos

(em 2.000 células), segundo a metodologia de Sadauskas-Henrique et al. (2011).

Biomarcadores morfologicos

Amostras figado foram coletadas e fixadas em solu¢do de Bouin por 24 horas. Sub-amostras
de figado foram desidratadas em uma série de concentragdes crescentes de etanol (de 70% a 100%),
diafanizadas em xilol e embebidas em parafina histologica. Secc¢des histoldgicas do tecido foram
confeccionadas em 5 pum de espessura e coradas com hematoxilina e eosina (HE). Em cada lamina,
foram examinadas quatro sec¢des histologicas, com 5 campos aleatorios por seccdo (20 campos
amostrais totais) utilizando um microscopio de luz (LEICA MD500) juntamente com uma cimera de
video e um software de analise de imagem (LAS 2.0) em aumento de 400x.

A classificacdo histopatologica foi baseada em um escore (Sc) numérico e um fator de
importancia (Fi), que indica a gravidade e a frequéncia da lesdo, segundo metodologia de Paulino et al.
(2020). A classificagdo do Sc baseia-se na distribuicao das lesdes no 6rgdo baseados na presenca de
lesdes nos campos amostrais: (1) auséncia de lesdo; (2) lesdo raramente presente; (3) pouco frequente;
(4) moderadamente frequente; (5) lesdo amplamente frequente. O Fi indica a gravidade da lesdo e o

efeito na sobrevida dos animais e ¢é classificada: (1) indica lesdo reversivel de baixa importancia
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patologica; (2) lesdo reversivel se ha remogdo do estressor, ¢ entdo, de importancia patoldgica
moderada; (3) lesdo irreversivel, sendo de alta importancia patologica.

O indice de lesao individual de lesao (I,;) foi determinado a partir da multiplicagdo do Sc e Fi,
enquanto o indice de comprometimento morfofuncional do 6rgdo (Iorg) foi determinado a partir da

soma dos Ialt para cada animal (Iorg = XZlalt).

Andlise estatistica

Os dados foram representados pela média + EPM (erro padrio da média). Os resultados
obtidos entre os grupos experimentais e controles foram comparados entre si por meio de analise de
variancia — critério unico (ANOVA — Kruskal-Wallis), seguida de pds-teste de Dunns com intervalo de

confianca de 95%.
RESULTADOS

Alteracoes nucleares eritrocitarias e teste do micronticleo

Apds exposi¢do, houve um aumento de eritrocitos com nucleos lobulados e reniforme,
entretanto, ndo foi observada a presenca de MN em animais dos grupos testes (Tabela 1). Houve
variacdo no grupo G30 e G40 para nucleo lobulado e reniforme em relagdo ao controle, no entanto,
ndo demonstrou estatisticamente uma resposta dose-dependente entre os grupos tratados com o

biopesticida DIPEL®.

Tabela 1. Média (= EPM) da avaliagdo genotoxica dos efeitos do DIPEL® WP em eritrécitos de
Oreochromis niloticus ap6s 48 horas de exposigdo a 30mg L' e 40mg L™

Alteracoes nucleares e avaliacido genotéxica

Alteracoes GC G30 G40
Microntcleo 0,7+0,5 0 0
Nucleo segmentado 13,5+2,6 36,6 £ 10,4 39,8 +10,4
Nucleo lobulado 22,1+32 74,3 +20,0* 88,2 + 6,4*
Nucleo reniforme 12,6 £2,4 37,7+8,1* 39,8 £ 5,6%*
Nucleo vacuolado 0,12+0,1 0 0
Nucleo binucleado 0 0 0

(*) indica diferengas estatisticas (p>0,05) em relagdo ao grupo controle.
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Parametros hematologicos

A exposigao de O. niloticus ao biopesticida Dipel® WP nido causou alteragdes nos parametros

eritrocitarios (Hct, RBC, VCM, HCM, CHCM) nas concentragdes testadas neste estudo (Figura 1).

Figura 1: Parametros hematologicos de Oreochromis niloticus expostos ao biopesticida Dipel® WP a
base de Bacillus thuringiensis.
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O ntmero total de leucdcitos aumentou em ambos os grupos tratados em relagdo ao controle,
todavia, ndo apresentou uma resposta dose-dependente quando comparados entre si. Para os animais
expostos ao grupo G40, houve um aumento de 124% no numero total de trombdcitos em relagdo ao
controle. Ainda neste grupo, houve uma diminui¢@o na porcentagem de linfécitos e, a porcentagem de

neutrofilos e eosinodfilos aumentou neste grupo apos as 48 horas (Tabela 2).
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Tabela 2. Trombograma e leucograma de Oreochromis niloticus expostos ao biopesticida a base de
Bacillus thuringiensis.

Variaveis GC G30 G40
Numero de leucdcitos (10° pL™) 248+ 1,8 81,2 + 6,0%* 85,7+ 12,2*
Numero de trombocitos (10° uL™) 13,8+ 1,9 26,5+4.8 29,2 +4,7*
Linfocitos (%) 49,8 +22 45,1+29 32,5+ 1,9%
Neutrofilos (%) 36,0 +2,3 43,8 +2.8 49,5+ 1,9*
Eosinofilos (%) 1,6 £0,6 22+0,7 5,6+ 1,2%
Monécitos (%) 11,5412 6.9+0,9 103+ 1.8
Basofilos (%) 0 0 0
LG-PAS (%) 1,004 0,704 2,0+£0,8

Valores expressam média + desvio padrdo. LG-PAS = leucocitos granulares PAS-positivo. Asteriscos
(*) indicam diferenga significativa (p < 0,05) quando comparado com os controles. (#) indica
diferenca entre os grupos expostos.

Andlises histopatolégica

Apds a exposicao aguda por 48 horas com o biopesticida a base de Bt, houve aumento de
alteracdo na arquitetura hepatica com consequente desorganizacdo na estrutura dos hepatdcitos dos
animais expostos. Nas alteragdes histopatologicas individuais (), houve diferencas das alteracdes
nucleares no G30 em relagdo ao controle e, diferenca entre os grupos tratados, sendo que G40
apresentou acumulo de substancias intracelulares, alteragdoes nucleares e hipertrofia dos hepatocitos

inferiores ao G30 (Tabela 3).

Tabela 3: Indice de lesdo histopatologica (I,;,) médio em figado de Oreochromis niloticus expostas a
40 mg L' do biopesticida Dipel® a base de Bacillus thuringiensis.

Indice individual de alteragio histopatolégica (1)

Alteracoes Fi GC G30 G40
Actmulos de substancias intracelulares 1 31+£0,5 40+0,0 2,5+0,6°
Alteracdo da arquitetura hepatica e estrutura celular 1 0 0 0,8+0,5
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AlteragGes nucleares 2 02+02 47+1,1* 02+0,2"
Atrofia celular 2 0 0,7+0,5 1,0+0,5
Degeneragao citoplasmatica 1 25106 22+05 2,0£0,7
Hipertrofia dos hepatdcitos 1 09+03 29+05 0,7+0,3"

O I,,, demostrou que houve comprometimento do tecido hepatico no grupo G30 em relag¢do ao
controle e, diferenca significativa entre os grupos tratados, todavia, ndo houve alteragdo entre o grupo

G40 e controle (Figura 2).

Figura 2 - Indice de lesdo do érgio (Lye) em figado de tilapia (Oreochromis niloticus) expostos a
diferentes concentragdes do biopesticida Dipel por 48 h.
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As principais alteragdes histopatoldgicas encontradas em figado de tilapia-do-Nilo estdo
representadas na Figura 3. Apds exposigdo foi evidente a retragdo dos hepatocitos e aumento dos

espacos intercelulares.

Figura 3 - Alteracdes histopatologicas do figado de Oreochromis niloticus apds 48h de exposicao ao
biopesticida Dipel® WP a base de Bacillus thuringiensis. (A) Representacao do tecido sem alteragdes
de animais do grupo controle. Seta indica um hepatdcito com morfologia caracteristica: nucleo
centralizado, formato poliédrico e aderentes a outros hepatocitos; (B) Setas pretas indicam presencga de
degeneracdo citoplasmatica e setas vermelhas, presenca de nucleos na periferia da célula. Em (C e D)
setas indicam aumento do espaco intercelular entre hepatocitos, caracterizados pela retragdo celular. S
= sinuso6ides; H = hepatocitos; V = vasos. Coloracdo: Hematoxilina e Eosina. Aumento = 400x.
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DISCUSSAO

Estudos utilizando peixes como bioindicadores da toxicidade do biopesticida a base de Bt
estdo cada vez mais recorrentes, no qual ja evidenciaram a toxicidade do Bt nestes organismos
nio-alvos, apontando alteragdes nos parametros hematologicos e sistema imune inato (MARIANO,
2017). Nesta perspectiva, sugere-se a possibilidade de que os esporos de Bacillus thuringiensis sejam
captados via branquia por mecanismos de transporte da membrana de células epiteliais e distribuidos
na circulagdo sist€émica. Neste estudo, foi notdrio as alteragdes nos parametros hematologicos e

hepatico em tilapia-do-Nilo ap6s exposi¢cdo aguda de 48 horas.
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A utilizagdo de analises hematoldgicas em peixes expostos a xenobidticos, sdo consideradas
fundamentais em estudo de monitoramento ambiental (RANZANI-PAIVA et al., 2013). Neste estudo,
ndo houve alteragdo nos parametros eritrocitarios, sendo indicativo que a exposi¢do aguda ao Bt ndo
induziu quadros patologicos como anemias ou disfun¢do de transporte de gases. A analise dos
parametros hematoldgicos possibilita uma rapida detecgdo das caracteristicas fisiologicas e patologicas
em peixes, indicando possiveis distarbios metabolicos ocorridos (DRUMOND et al.,, 2010;
MARIANO et al., 2009). Entretanto, pdde ser observado a ativacdo do sistema imune pelo aumento
dos leucdcitos totais. Os leucocitos desempenham papel na atividade dos processos inflamatorio e
imunologico, e 0 aumento em seu numero total indica uma resposta rapida contra a defesa do sistema
imunologico do organismo (CRUVINEL et al., 2010; SARAN NETO; MARIANO; SORIA, 2009;
SILVA; LIMA; BLANCO, 2012).

Os neutrofilos sdo células de defesa relacionadas em processos inflamatdrios causados por
substincias exdgenas que adentram o organismo (SANTOS, 2015; PAIXAO et al., 2017). Sugere-se
que o aumento na contagem de neutrofilos no grupo G40, possa ter ocorrido devido a liberagao de
glicocorticoides que estimulam o influxo de neutréfilos no sangue para a medula 6ssea e atenua o
egresso de neutrofilos do sangue para outros compartimentos. Sabendo que os eosinofilos
possivelmente atuam na defesa contra infestagdes parasitarias (PADUA et al. 2010), sugere-se que tal
aumento na alteracdo e dose resposta em G40 possa estar relacionado com o mecanismo de defesa do
organismo para combater a bactéria B. thuringiensis. Adicionado a isso, mesmo com aumento dos
leucocitos totais, podemos observar que houve uma diminuigdo de linfocitos para o grupo G40. Vivas
(2016) ressalta que uma reducdo na contagem de linfocitos caracteriza-se como linfopenia, sendo
extremamente comum como parte da resposta aguda ao estresse.

As alteragdes leucocitarias foram em sua maioria significativas em animais expostos ao G40, com
considerdvel aumento quando comparados aos grupos controle ¢ G30. Mariano (2017) analisando os
efeitos toxicos do Bt em peixes, via biomarcadores hematologicos, observou que as principais
alteragdes encontradas sdo atribuidas ao aumento do nuimero de leucocitos, representando um
mecanismo de defesa dos organismos em resposta aos esporos da bactéria. Um aumento na produgao
de trombocitos pode indicar mecanismo de defesa imunologica do peixe em resposta a exposicao ao
contaminante (TAVARES-DIAS et al., 2007; TAVARES-DIAS et al., 2000). Apos a exposi¢do aguda
ao Bt, houve um aumento na quantidade de trombocitos circulantes. Dado isto, sugere-se que o
numero de trombocitos aumentados nos animais expostos a maior concentragdo de Bt, pode ter
ocorrido em resposta aos centros hematopoiéticos pela depreciacdo demostrada por células
fagocitarias, como os neutréfilos e monocitos (SILVA, et al., 1998; TAVARES-DIAS; MORAES,
2004).
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Embora auséncia de MN neste estudo, o trabalho de Grisolia et al. (2009) analisando a
genotoxicidade de Bt em peixes-zebra (Danio rerio) observou que a exposi¢do a endotoxina CrylAa,
aumentou significativamente a frequéncia de MN. A auséncia de MN pode estar associada ao periodo
de exposi¢do e/ou baixa concentracdo do biopesticida disperso na agua, ndo resultando em qualquer
efeito fisiopatoldgico, morfoldgico, genotdxico ou relacionados ao ciclo celular. Alteragdes nucleares
eritrocitarias (ANEs) também foram observadas apos exposicao, e segundo Ventura et al. (2008) a
presenca de ANEs ¢ indicativo de genotoxicidade causada pela exposicao a substincias toxicas.

As lesdes encontradas e distribuidas no tecido hepatico de O. niloticus pode prejudicar a
funcionalidade normal do 6rgdo. Bonomo et al. (2021) ressaltam que o acumulo de substincias
intracelular, por exemplo, sugere um processo degenerativo, associado a alteragdes na eliminagdo da
bile, de uma forma que ela se acumule nos hepatdcitos e ndo seja eliminada, por possivel obstrugdo
dos canaliculos biliares. Destacam ainda, que as alteragdes nucleares podem afetar a fungdo celular,
uma vez que o material genético se localiza no nucleo e dele depende todas as fun¢des da mesma.
Apoés a exposicao, houve redugdo na frequéncia de hepatocitos hipertrofiados para o grupo G40, em
relacdo ao controle e G30. A hipertrofia dos hepatocitos indica aumento de atividade celular, podendo
ocasionar perda da fungdo metabdlica, devido a possibilidade de degradagdo de proteinas, advindo da
presenca de alguma substancia quimica (TAKASHIMA; HIBIYA, 1995). Liebel et al. (2013) destacam
que alteracdes no tecido hepatico podem representar adaptagdes para manter as fungdes fisiologicos do
organismo.

A perda da morfologia dos hepatocitos apds a exposicdo a xenobidticos pode estar relacionada a
alteragcdes no citoesqueleto e dissociacdo das estruturas de especializagdo de membranas celulares
(PAULINO et al., 2020). Esses resultados também foram observados por Mariano (2017) apos
exposicao de 4. gigas ao Bt. Alteracdes teciduais hepaticas em peixes expostos ao Bt ainda sdo
escassos, entretanto, ndo pode desconsiderar que efeito nocivo possa ser diagnosticado a longo prazo.
Neste estudo, a exposi¢do ao Bt ndo causou lesdes tissulares graves no figado, no qual o indice de
lesdo do orgdo demonstrou patologias de carater progressivo com possibilidades de reversdo quando
livre do contaminante. Entretanto, essas lesdes, mesmo de baixa importancia patoldgica, pode levar a
um desarranjo do parénquima hepatico e retracdo nos sinusoides, ocorrendo riscos de hemorragia
intra-hepatica.

Nao ha evidéncias que formulagdes a base de Bt causem efeitos diretos aos hepatocitos, dessa
forma, sugere-se que as alteragdes celulares em figado de tilapia sejam consequéncia da toxicidade do
Dipel®. Em pesticidas formulados ¢ comum a inclusdo de substincias associadas para assegurar ou
potencializar sua eficacia (ROMAN et al., 2007), de modo a sugerir que tais substancias sejam capazes

mimetizar (ou inibir) o efeito da bactéria no peixe. Ao longo do tempo de uma exposigdo, as mudangas

DOI: http://dx.doi.orq//10.20873/DEZ 23 03 Revista Desafios —v.3, n.1, 2023



http://dx.doi.org//10.20873/DEZ_23_03

Silva et al, 2023_ALTERACOES NOS PARAMETROS SANGUINEOS E MORFOFISIOLOGICO HEPATICO EM
TILAPIA-DO-NILO, Oreochromis niloticus, APOS EXPOSICAO AGUDA COM BIOINSETICIDA A BASE DE
Bacil

no tecido, vide alteragdes histopatologicas, vao se acumulando e refletindo um impacto gradual no
metabolismo até a perda funcional total e comprometimento da sobrevivéncia do individuo
(CHOVANEC et al., 2003).

A toxicidade do Bt demonstrou efeitos em figado ¢ no comprometimento morfofuncional,
evidenciado pelo I, cujas lesdes nos hepatocitos podem resultar em disfungdo do 6rgdo como um
todo, causando graves consequéncias para o metabolismo. Segundo Hinton et al. (1992) a
concentracdo de xenobioticos no figado, a excrecdo destes e de seus metabolitos através da bile ou a
conversao dessas substancias nos hepatocitos, colaboram para a vulnerabilidade do 6rgdo a injtrias
quimicas. Dado isto, sugere-se que os danos resultantes da exposicdo ao Bt podem ser severos,

mesmos que ndo categorizados como irreversiveis.

CONCLUSAO

As concentragdes do biopesticida a base de B. turingiensis testadas em exposicdo aguda,
demostrou toxicidade para espécie O. niloticus, uma vez que houve inducdo de alteragdes nos
pardmetros citogenotoxicos, hematologicos e histopatologico analisados. Embora ndo tenha
apresentado grandes alteragdes concentragdo-dependente entre os grupos tratados, o aumento na
frequéncia de eritrocitos com nucleos lobulado e reniforme ap6s exposigdo, podem ser indicativos de
efeito citogenotoxicos ndo mutagénico. Devido ao aumento de trombdcitos e leucdcitos, o Bt revelou
afetar o sistema imunologico do animal, como resposta rapida contra defesa. As alteragdes
morfologicas identificadas no tecido hepatico, sugerem que a tilapia responde ao biopesticida, para
tentar se ajustar as condigdes impostas no seu ambiente. A utilizacdo de Bt na lavoura ou diretamente
na piscicultura, dentre concentragdes ndo exacerbadas, podem demonstrar perigos a tilapia-do-Nilo
mesmo em baixas concentragdes, entretanto, sdo necessarios estudos mais direcionados em investigar
a toxicidade subcronicas e cronica do Bt em O. niloticus para classificar os bioinseticidas como

seguros 4 biota aquética.
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