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RESUMO

CRISTO, lara Pamela Vasconcelos Martins, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
agosto de 2024. Analise hematolégica, histopatolégica renal e de agua em
experimento de exposicao cronica de tilapias Oreochromis niloticus a
amoxicilina. Orientador: Laercio dos Anjos Benjamin.

O conhecimento sobre tilapia (Oreochromis niloticus) e a exposicdo ao antibidtico
amoxicilina & de grande importancia, pois pouco se sabe sobre seus efeitos, tendo
em vista que a maioria dos estudos sdo com estresse e exposicao a toxicos, esse
trabalho se torna fonte de informagéo para estudo de outras espécies, visto que ha
grande variedade no consumo humano. A exposicdo a amoxicilina fornece
informacdes sobre a interferéncia na homeostasia renal quanto ao tratamento de
peixes, sendo a via urindria a Unica via de excrecao do antibiético, e também quanto
ao descarte inadequado do antibiético, uma vez que pode afetar diretamente o
consumo humano de peixe e de agua. O objetivo desse trabalho foi avaliar a
histopatologia renal e hematologia de tilapias (Oreochromis niloticus), comparando
os resultados entre os grupos expostos e controle, bem como classificar afec¢des
renais de peixes de acordo com alteragdes estruturais, em ensaio crdnico. Foram
averiguados diariamente parametros fisico-quimicos da agua, como oxigenacgéao, pH,
temperatura, nitrito, nitrato e amoénia garantindo boas condi¢cdes aos peixes até o
momento da eutanasia. Foram confeccionadas I|aminas histolégicas apds
emblocamento de fragmentos de rim em historesina, as quais foram coradas com
hematoxilina e eosina, seguidas de avaliacdo histolégica e histopatoldgica. Foi
utilizado um software para obtencéo de fotomicrografias utilizando-se magnificagcoes
de 40x para classificacdo patologica de grau. Os valores obtidos dos parametros da
qualidade da agua e hematoldgicos foram submetidos a analise estatistica dos
parametros estudados. Foi evidenciado neste estudo que a exposicao crénica de
tilapias do Nilo a amoxicilina resulta em alteragcdes hematol6gicas e histolégicas para
a espécie.

Palavras-chave: antibi6tico; ecotoxicologia; histologia; penicilinas; rim.



ABSTRACT

CRISTO, lara Pamela Vasconcelos Martins, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
August, 2024. Hematology, kidney histopathology and water analysis in an
experiment involving chronic exposure of tilapia Oreochromis niloticus to
amoxicillin. Adviser: Laercio dos Anjos Benjamin.

Knowledge about tilapia (Oreochromis niloticus) and exposure to the antibiotic
amoxicillin is of great importance, since little is known about its effects. Considering
that most studies involve stress and exposure to toxic substances, this work
becomes a source of information for the study of other species, since there is a great
variety in human consumption. Exposure to amoxicillin provides information about the
interference in renal homeostasis regarding the treatment of fish, with the urinary
tract being the only route of excretion of the antibiotic, and also regarding the
inadequate disposal of the antibiotic, since it can directly affect human consumption
of fish and water. The objective of this study was to evaluate the renal histopathology
and hematology of tilapia (Oreochromis niloticus), comparing the results between the
exposed and control groups, as well as classifying renal diseases of fish according to
structural alterations, in a chronic assay. The physical and chemical parameters of
the water, such as oxygenation, pH, temperature, nitrite, nitrate and ammonia, were
checked daily, ensuring good conditions for the fish until euthanasia. Histological
slides were prepared after embedding kidney fragments in historesin, which were
stained with hematoxylin and eosin, followed by histological and histopathological
evaluation. A software was used to obtain photomicrographs using 40x
magnifications for pathological grade classification. The values obtained for the water
quality and hematological parameters were subjected to statistical analysis of the
parameters studied. It was evidenced in this study that chronic exposure of Nile
tilapia to amoxicillin results in hematological and histological changes for the species.

Keywords: antibiotic; ecotoxicology; histology; kidney; penicillins.
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1. INTRODUCAO

Desde a antiguidade, a qualidade do ambiente que 0s organismos vivos
habitavam eram avaliadas quanto as respostas dos mesmos a diferentes tipos de
estresse. Ha relatos de que Aristételes (384-322 a.C.), exp0s peixes de agua doce
a agua do mar, para estudar as suas reacoes. O primeiro teste toxicoldégico com
organismos aquaticos relatado foi realizado em 1816 com insetos aquaticos
(Buikema e Voshell, 1993).

Os produtos farmacéuticos sdo desenvolvidos e utilizados para auxiliar no
aumento e melhora da qualidade e expectativa de vida de humanos e animais;
porém, esses compostos presentes no meio ambiente sdo considerados
contaminantes emergentes devido a indugao de toxicidade sobre a biota (Leung et
al., 2013). Residuos de antibidticos, anti-inflamatérios e hormdnios tém sido
encontrados em aguas residuais, sendo elas domésticas, subterraneas,
superficiais, e também na agua potavel em diversos paises. Apesar de serem
encontrados em baixas concentragdes, na faixa de nanograma ou micrograma por
litro (ng/L a pg/L), a sua presenca nos recursos hidricos € uma preocupagao
crescente devido aos riscos para organismos aquaticos e também para a saude
humana (Iria, 2018).

Os antibidticos amoxicilina, cefalexina, azitromicina, trimetoprim,
sulfametoxazol e tetraciclina sdo os mais utilizados no Brasil, e também estéo
incluidos na lista de compostos selecionados para avaliacdo de risco. Segundo
Castro et al. (2014), esses antibiéticos representaram 96,5% das vendas dos 10
antibiéticos mais consumidos entre os anos de 2013 e 2016.

Exposicéo crbnica a tragos de niveis de misturas farmacéuticas podem ser
substanciais e podem constituir em possiveis ameacgas ao ambiente aquatico (Fent
et al., 2006) e para a saude humana, com possivel efeito como resisténcia a
antibidticos (Qiao et al.,, 2018; Sabri et al., 2018 ) e condi¢gdes desreguladoras
enddcrinas (Fent et al., 2006).

A amoxicilina tem acao dependente de sua capacidade de alcangar e se
ligar a proteinas de ligacdo a penicilina, que se localizam na membrana interna da
parede celular bacteriana. Ela funciona contra um amplo espectro de

microrganismos gram-positivos e gram-negativos. E por isso que frequentemente é


https://translate.googleusercontent.com/translate_f#14
https://translate.googleusercontent.com/translate_f#14
https://translate.googleusercontent.com/translate_f#15
https://translate.googleusercontent.com/translate_f#15
https://translate.googleusercontent.com/translate_f#15
https://translate.googleusercontent.com/translate_f#14
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utilizada como o primeiro farmaco em infec¢des, tanto na medicina humana quanto

na medicina veterinaria (Calvo e Martinez, 2009).

Os peixes sao usados na alimentacdo humana e, devido ao seu potencial
de acumular poluentes presentes na coluna d'agua, bem como por meio
da biomagnificacdo pela cadeia tréfica, representam importante via de
contaminagdo para populagcdes humanas (Oliveira et al., 2006). Além
disso, esses animais caracterizam-se pela grande sensibilidade aos
poluentes de origem antrépica (Oliveira e Bennemann, 2005). Os varios
poluentes presentes na agua e no sedimento dos ambientes podem
causar diversas alteracbes morfologicas em tecidos dos peixes, como
branquias e figado (Sousa et al., 2013, p.369-376).

A histologia € uma area de estudo da ciéncia que abrange a interrelacao
entre a integracdo de atividades moleculares e fisiologicas dos érgdos e seus
tecidos, com estruturas anatémicas especificas e, consequentemente, exige um
conhecimento visual. A pesquisa em fisiologia, quimica, imunologia e patologia,
bem como as interacbes entre estas disciplinas, sdo fundamentais para o
conhecimento acerca da biologia dos tecidos (Junqueira e Carneiro, 2004).

O estudo detalhado da disciplina de histologia possui grande relevancia
para o entendimento fisioldégico até a patologia, ja que permitem analises estruturais
e funcionais dos 6rgaos. Entao, qualquer alteracao pode ser visualizada em nivel
celular. Banks (1992) relata que a histofisiologia dos tecidos e dos érgaos tem se
expandido e ganhado aperfeicoamento, e permanece de forma integrada as
consideracdes estruturais. E extensa a aplicabilidade da histologia e da
histofisiologia para a medicina veterinaria. Além disso, é de grande importancia
para diagnésticos laboratoriais.

Nos peixes teledsteos, o rim é caracterizado por ser um 6rgéao unico, e
desempenha um papel semelhante a funcdo da medula 6ssea dos vertebrados
superiores, onde tem funcdo hematopoiética, juntamente com o baco. Ele é
subdividido, em rim anterior e posterior, onde a fungdo hematopoiética ocorre quase
que exclusivamente na sua por¢ao anterior. Sua regiao posterior € responséavel por
filtrar e excretar compostos tdéxicos do sangue, exercendo funcdo semelhante a do
rim dos mamiferos (EMBRAPA Pesca e Agricultura, 2013).

O néfron é a unidade funcional do rim e varia muito em sua estrutura entre
diferentes vertebrados. A formacdo de néfrons mostra um grau variavel de
diferencas entre as classes de animais. Nas aves, o rim possui dois tipos de
néfrons: um é do tipo reptiliano e de pequeno porte, sem alcas de Henle; em outras
é do tipo mamifero, grande em tamanho com comprimento longo ou intermediario.

Em contraste, o processo morfolégico dos podécitos em desenvolvimento foi
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relatado no rim classico de humanos, cavalo, cabra, macaco, coelho, gato,
cachorro, galinha, peixe medaka, rato e cobaia, indicando que seriam um bom
modelo para estudar a regeneracao renal (Maurya et al., 2018).

Observa-se que a taxa de filtracao glomerular corresponde a soma da taxa
de filtracdo de cada néfron funcional, e representa um indice da funcéo de toda a
regido renal; sendo assim, € um indicador especifico e sensivel de disfungdes
renais primarias, fornecendo informagdes sobre a gravidade e prognéstico de
doenca renal (Schuster e Selding, 1985; Krawiec et al., 1988; Fein et al., 2006).

O sangue é constituido por um liquido, o plasma, que conduz diversas
células que possuem diferentes atividades. Origina-se principalmente no
timo, no figado, no bago e no intestino, e é o responsavel por levar aos
tecidos, horménios e nutrientes que sdo importantes nas atividades
metabdlicas; também retiram dos tecidos o que ndo é util (Satake et
al.,2009). O plasma conduz trés células distintas quanto as suas fungoes:
os leucécitos, os trombdécitos e os eritrécitos (Drumond et al., 2010; Satake
et al., 2009; Zavala—Camin, 2004, 326p.).

Os eritrocitos, sdo as células em maior quantidade na circulagao
sanguinea, sdo nucleados nos peixes e transportam oxigénio e gas
carbbnico. Pode-se notar variagbes morfoldégicas nestas células em
diferentes espécies de peixes. Geralmente os eritrécitos sao elipticos, com
nacleo central, exibem cromatina compacta nas células maduras e, nos
eritroblastos, a cromatina é frouxa (Ranzani-Paiva et al.,1998; Ranzani-
Paiva et al.,2013, 124p.).

Os leucdcitos sé@o as células de defesa e podem ser utilizados para avaliar
0 sistema imunoldgico. Sao classificados como monécitos (principais
fagécitos dos peixes), linfécitos (0os mais abundantes e sao responsaveis
pelo reconhecimento dos antigenos e resposta imune), neutréfilos (defesa
contra bactérias), eosindfilos (defesa contra parasitas) e baséfilos
(participam do processo fagocitario). Ja os trombdécitos estao relacionados
com a coagulagao sanguinea, com a defesa orgéanica e com fungao
fagocitaria (Ranzani-Paiva et al.,2013, 124p.).

Assim sendo, se torna importante a avaliagdo da estrutura renal e do perfil
hematoldgico animal a fim de se trazer resultados pertinentes a exposicéo crénica
a amoxicilina, bem como identificar e conscientizar sobre o descarte ambiental e

possiveis danos a saude humana e animal.
2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Espécie de estudo - a tilapia do Nilo

A tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus (Linnaeus 1758), € uma espécie de
peixe de agua doce de grande importancia, que naturalmente é encontrada nos rios
da costa de Israel e da Africa (El Sayed, 2006) e est4 entre os animais aquéticos

mais cultivados do mundo (Fao 2018).
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Foi introduzida em varios paises para a piscicultura comercial, e chegou ao
Brasil na década de 1970 (Watanabe et al., 2002), estima-se que a cultura da es-
pécie esteja presente e movimente a economia de 135 paises no mundo (Fao,
2018).

A importancia da criagao das tilapias na piscicultura brasileira esta relacio-
nada com caracteristicas fisioldgicas que a espécie apresenta, incluindo a toleran-
cia em variacdes climaticas, sua adaptabilidade a diferentes salinidades, variagao
de oxigenacao da agua, superpopulacdo, alta resisténcia as doencas e infeccoes
(El Sayed, 2006), e também se destaca pela grande adeséo dos consumidores bra-
sileiros referente ao seu sabor.

Segundo o anuério de 2024 da Associacao Brasileira da Piscicultura (Peixe
BR), a tilapia representa 65,3% da produgao nacional e o consumo praticamente
dobrou em uma década.

A tildpia ampliou consideravelmente a participacdo na producéo brasileira
de peixes de cultivo, em 2023, com 579.080 toneladas, um crescimento de 5,28%
em relacdo ao ano anterior, conforme demonstra levantamento da Associagao Bra-
sileira da Piscicultura (Peixe BR). Em 2023, o pais colocou no mercado 550.060
toneladas (63,93% do total) (Anuario 2024 Peixe BR).

O Parana lidera o cultivo de tilapia no pais, com 209.500 toneladas, cons-
tata a Peixe BR (2024). A produc¢ao no estado cresceu 11,5% em relacao a 2022
(187.800 toneladas). Em seguida vem Sao Paulo (75.700) toneladas, mas a produ-
¢ao local caiu 2% em 2023. Entre os cinco maiores estados produtores, destaque
para Minas Gerais (58.200 toneladas), que teve aumento de 12,6%. O Brasil € o
quarto maior produtor mundial de tilapia, atras de China, Indonésia e Egito (Anuario
2024 Peixe BR da Piscicultura).

Os peixes de cultivo, liderados pela tilapia, mas com a essencial contribui-
cao dos nativos, como o tambaqui e seus hibridos, tornaram-se cada vez mais pre-
sentes na alimentagéo dos brasileiros. Tomando como referéncia a ultima década
(2014 a 2023), periodo em que a Associacao Brasileira da Piscicultura (Peixe BR)
atua no fomento, valorizacéo e defesa da produgao nacional, a oferta de peixes de
cultivo cresceu 53%, saindo de 579 mil toneladas (2014) para 887 mil toneladas
(2023). No mesmo periodo, as demais proteinas cresceram, exceto a carne bovina;
porém, bem menos que a tilapia. Em termos de producao, as que mais avangaram
foram a carne suina (+48,6%) e os ovos (+55,9%) (Peixe BR, 2024).
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2.2, Estrutura e histologia do rim da tilapia

Os rins dos peixes teledsteos adultos ficam localizados na regido dorsal da
cavidade abdominal, dorsal a bexiga natatéria, desempenhando papel semelhante
ao da medula éssea dos vertebrados superiores, possuindo fun¢gao hematopoética
juntamente com o bago. Sao subdivididos em duas regides com fungdes diferentes:
porcao anterior (principal 6rgao hematopoiético dos peixes) e por¢cao posterior (res-
ponséavel principalmente por filtrar e retirar compostos téxicos do sangue, exer-
cendo funcéo similar a do rim dos mamiferos) (Moro et al., 2013).

O rim em peixes teledsteos é formado por trés segmentos com caracteris-
ticas morfolégicas distintas: o rim cefalico, cranial, anterior ou pronefro; o rim médio,
posterior ou mesonefro; e o rim caudal ou metanefro. O rim cefélico e o rim médio
possuem capacidade hematopoiética; porém, o rim cefalico representa o comparti-
mento de maior atividade. Em alguns peixes se observa no rim cefélico a presenca
de néfrons e ductos, estruturas responsaveis pela filtragao (Safer et al., 1982, Pro-
docimo e Freire, 2003) e remocao de compostos téxicos do sangue, exercendo
funcdo similar a do rim dos mamiferos, enquanto em outros estas estruturas estao
restritas somente ao rim médio e ao rim caudal (Weinreb, 1963, Cannon et al., 1980,
Zuasti e Ferrer, 1988).

Os rins atuam no metabolismo de compostos enddgenos e exégenos, além
de apresentarem niveis de lisozima, enzima que possui propriedades anti-inflama-
térias e antivirais, e alto potencial de atividade bactericida ou bacteriolitica (Kiron,
2012).

O sistema excretor dos peixes é responsavel por eliminar os residuos do
metabolismo e do alimento ndo digerido, como fezes, nitrogénio, sais,
agua e ureia. Dentre os compostos excretados, os nitrogenados sdo os
mais téxicos aos animais. Dependendo da disponibilidade de agua do
meio para diluir e excretar os compostos nitrogenados, eles sdo excreta-
dos de diferentes formas pelos diversos grupos de animais. A aménia é a
forma mais téxica delas e exige grandes quantidades de agua para sua
diluicdo, sendo a mais utilizada pelos peixes devido a disponibilidade de
agua que possuem em seu habitat. A ureia é menos téxica que a amonia,
sendo utilizada principalmente pelos mamiferos, ao passo que o acido
arico é menos téxico ainda, sendo o principal produto da excregéo de aves
e répteis (Moro et al., 2013, p.71-95).

Quanto menor for a toxicidade do composto nitrogenado excretado pelo
animal, maior sera a energia gasta para produzi-lo. Dos produtos nitroge-
nados excretados pelos peixes, cerca de 70% estdo na forma de amoénia,
liberada passivamente pelas branquias para a agua. Assim, por viverem
em um ambiente onde a disponibilidade de agua é suficientemente grande
para diluir os compostos nitrogenados, 0s peixes gastam menos energia
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para excretar esses metabdlitos, o que permite que esses compostos se-
jam excretados na forma mais téxica quando comparado com outros ani-
mais (Moro et al., 2013, p.71-95).

Outro fator relevante relacionado a excrecao dos peixes, € sua interacao
com a regulagédo osmdética. Os peixes de agua doce tendem a “ganhar” agua do
meio ambiente por osmose. Por isso, os rins desses peixes filtram essa agua e

assim formam uma urina muito diluida (Moro et al., 2013).

2.3. Farmacotoxicologia da amoxicilina
A amoxicilina é uma penicilina semissintética, bactericida, que inibe a

sintese da parede celular bacteriana (Calvo e Martinez, 2009).

Um aspecto importante relacionado a intensificagdo dos sistemas de
criacao de peixes é o uso crescente de antimicrobianos na profilaxia e no
tratamento de doencas, o que tem gerado um aumento global da
resisténcia bacteriana a mudltiplas drogas, inclusive entre as espécies
de Aeromonas (Chaudhury et al.,, 1996). A associacdo da multipla
resisténcia a diferentes antimicrobianos com a transferéncia horizontal
potencial de genes de resisténcia entre bactérias filogeneticamente
préximas ou nao, € outra realidade preocupante (Rhodes et al., 2000;
Schmidt et al., 2001, p.5675-5692).

De acordo com Hirsch (2006), a resisténcia achada em isolados obtidos da
superficie corpérea dos peixes e da agua do tanque, pode ter sido derivada dos
alevinos ou da rag&o, uma vez que nao foi relatado o uso de antimicrobianos nas
propriedades estudadas. Foi evidenciado que a diversidade de espécies de
Aeromonas em ambientes de piscicultura € grande, e que diversos isolados se
mostram resistentes a antibidticos, mesmo sem uso de tais substéncias para o
controle de doencas infecciosas.

O influxo de antibiéticos em ambientes aquaticos também sugere o perigo
de propagacao de bactérias resistentes a antibiéticos e de genes de resisténcia a
antibiéticos (Akiba et al., 2016; Liu et al., 2012). Mesmo baixas concentragdes de
antibiéticos, de nanogramas a microgramas por litro, podem produzir estirpes
bacterianas resistentes a antibidticos que também ameagam a saude humana.

Com base no padrdo de consumo e uso de antibibticos, os tipos e
concentragdes de antibidticos nos ambientes aquéticos medidos em diferentes
regidbes podem variar (Kolpin et al., 2002). Os antibiéticos também apresentam
propriedades variadas em ambientes aquaticos, dependendo da sua estrutura
guimica e estabilidade (Luo et al., 2011). Os sedimentos e a salinidade do ambiente
aquatico sao outros fatores que podem mitigar o acumulo de antibi6ticos nos peixes
(Chen et al., 2017).
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O uso de antibiéticos nao se limita ao uso humano, também se estende ao
uso veterinario, e € amplamente aplicado na aquicultura e em pomares. A
aquicultura é considerada uma industria essencial para atender as necessidades
de consumo humano de produtos pesqueiros.

Consequentemente, a quantidade de antibidticos utilizados na aquicultura
estd aumentando em todo o mundo (Liu et al., 2017c; Miranda et al., 2018). Métodos
de triagem por espectrometria de massa de alta resolucao foram desenvolvidos
para detectar varios tipos de antibiéticos em produtos da aquicultura (Turnipssed et
al., 2019).

E razoavel levantar preocupacdes sobre o risco de exposi¢do dos peixes
aos produtos farmacéuticos, uma vez que podem ameacar a saude humana através
da dieta. Alguns dados sugerem que os produtos farmacéuticos liberados em
ambientes aquaticos podem representar um risco crénico para os peixes (Liu et al.,
2015) e podem causar alteracdes genéticas e histoldgicas nos tecidos dos peixes,
mesmo em niveis de exposicao ambiental.

Reichert et al. (2019), considerando publicacdes entre 2000 e 2019,
revelaram que os antibiéticos com maiores taxas de resisténcia bacteriana foram
tetraciclina, amoxicilina, ampicilina, imipenem, gentamicina e cefalotina,
frequentemente empregados para tratar e prevenir infecgdes. Segundo eles, as
principais fontes de resisténcia aos antibioticos no Brasil séo os residuos ou aguas
residuais hospitalares, domésticas e agricolas.

2.4. Anadlise da agua

As caracteristicas fisicas e quimicas da agua de cultivo afetam fortemente
a reproducgdo, o crescimento, a saude e a sobrevivéncia dos peixes (Souza et al.,
2000).

A Legislagéo Brasileira de Residuos de Pesticidas vigente, levando em
consideracdo a qualidade da agua definida pelo Conselho Nacional do Meio
Ambiente, Resolucdo CONAMA - n® 357/2005, estabelece o intervalo de 6,0 a 9,0
para pH e um valor que nao seja inferior a 6 mg/L de oxigénio dissolvido em aguas
doces de classe |.

O CO2 também causa reducédo do pH da agua pela formagao do &cido
carbonico (COOH-) e promove o desenvolvimento de algas fotossintéticas
que o usam como fonte de carbono (nutriente) (Thomas, 2006).

A faixa ideal de pH da agua para cultivo de peixes em viveiros vai de 6,5
a 9,0. Abaixo ou acima desses valores, ha estresse e retardo no
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crescimento animal. Quando o pH da agua de cultivo esta abaixo de 4,0
ou acima de 11,0, ha risco de morte iminente dos animais (Boyd, 2000,
p.330).

A temperatura é um fator que deve ser controlado diariamente, de acordo

com as exigéncias da espécie e com a menor variagao possivel. A tilapia é uma
espécie tropical, que apresenta conforto térmico entre 27°C a 32°C, pois
temperaturas acima de 32 °C e abaixo de 27 °C reduzem o seu apetite e 0 seu
crescimento. As temperaturas minimas letais variam entre 8 a 13 °C, dependendo
da adaptacao. Com relacao a temperatura maxima letal, essa pode variar de 38 °C
a 44 °C, quando aclimatadas em temperaturas de 15 a 35 °C, respectivamente
(Kubitza, 2000).

Os compostos nitrogenados (nitrito, nitrato e aménia) podem ser
encontrados naturalmente nos ecossistemas aquaticos, através da
decomposicao e excrecao de alguns organismos; porém é preciso atentar
a intensificagédo desta entrada por atividades antropicas, como atividades
industriais e uso de fertilizantes na agricultura (Randall; Tsui, 2002). Neste
sentido, o aumento de compostos nitrogenados na agua é geralmente
associado a mudanga no uso do solo devido a conversao de areas de
mata nativa em areas de agricultura e pecuaria (Vitousek, 1997, p.494-
499).

A amoénia é considerada o principal produto de excrecao dos peixes, e é

encontrada no ambiente como nitrogénio amoniacal total (NAT) (NH3-N), que
atravessa a membrana celular, e portanto, é considerada potencialmente toxica
(Mehta, 2017).

O nitrito é encontrado naturalmente nos organismos e também é produzido
pela oxidacdo de ions aménio, através do processo de nitrificacdo (Ha et
al., 2019). O nitrato entra em organismos aquaticos através da difusao
passiva nas células branquiais, € a principal acdo tdxica é devida a
conversdao enddégena de nitrato em nitrito, causando a formacédo de
metahemoglobina, que resulta na perda da capacidade de transporte de
oxigénio no sangue (Gomez Isaza et al, 2021, p.108920) E,
consequentemente a morte dos individuos.

2.5. Hematologia

Os parametros hematolégicos sao utilizados no Brasil e no exterior como
um fator de indicagcdo ambiental e de saude confiavel de organismos (Seriani et al.,
2013). Nos peixes de clima temperados, estudos tiveram seu inicio no século pas-
sado e no Brasil, a partir da década de 1980, quando houve uma pesquisa mais
intensa (Tavares-Dias; Moraes, 2004). A literatura confirma que os peixes que es-
tao expostos a pesticidas, efluentes contaminados e metais apresentam alteracées
hematoldgicas, tanto em campo quanto em laboratério (Seriani et al., 2013). Assim
sendo, andlises hematoldgicas de peixes expostos a esses contaminantes podem
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ser importantes para avaliar e monitorar a qualidade ambiental (Ranzani-Paiva et
al., 2013).

De acordo com Tavares-Dias e Moraes (2004), o sangue de peixes
tele6steos é formado por eritrocitos, leucocitos e trombécitos. Os
eritrocitos sdo nucleados e elipticos; os leucéocitos se dividem em
linfécitos, mondcitos, neutrdfilos, heterdfilos, eosindfilos e baséfilos; e os
trombdcitos sdo células de defesa orgénica, com formato eliptico e alta
relagéo nucleo:citoplasma (Ranzani-Paiva et al., 2013, 142p.) (Figura 1).

: : > - » ‘ 4 A ¥ . = > - : p 3
Figura 1 - Células sanguineas de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) juvenis.
A: neutréfilo (N), linfocito (L); B: Eritrécitos (E), linfocito (L), mondcito (M).
Coloragao: May Grianwald-Giemsa Wright (MGGW). Objetiva: 40x. Foto: lara
Pamela Vasconcelos Martins Cristo, DVT/UFV, Vicosa (2024).

2.6. Histopatologia renal
Alteracdes histologicas resultam de uma diversidade de mudancas bioqui-
micas e fisioldgicas no organismo, e que podem levar a formacéo de lesdes nas

células, nos tecidos ou 6érgaos (Hinton e Laurén, 1990; Hinton et al., 1992).

As alteracdes histoldgicas em tecidos de peixes sdo biomarcadores do
efeito da exposicao aos estressores do meio ambiente. Esta categoria de
biomarcadores permite um exame especifico dos 6rgaos e das células
alvo, e como eles sédo afetados sob condigdes in vivo. Além disso, em
avaliagao de campo, a histopatologia € um método eficaz para detectar os
diversos efeitos da exposicdo aguda ou cronica nos varios tecidos e 6r-
gaos (Hinton et al., 1992, p.155-196).

Lesdes no tecido renal podem ser indicacdes de toxinas especificas e as-
sim podem ser utilizados como indicadores para 0 monitoramento de efei-
tos de contaminantes (Overstreet, 1988; Hinton e Laurén, 1990; Schwai-
ger et al., 1997). Entretanto, se comparado com as branquias e com o
figado, as alteragdes histopatolégicas renais em peixes vém sendo utiliza-
das ainda de forma muito timida como biomarcadores histoldgicos da con-
taminagdo aquatica (Hinton et al, 1992; Oliveira Ribeiro et al., 1996;
Schwaiger, et al., 1997; Silva, 2001; Pacheco e Santos, 2002, p.331-347).
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3. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Além da grande importancia do estudo visando agregar novos
conhecimentos sobre uma espécie pouco questionada, também se torna relevante
avaliar possiveis alteragdes histologicas e hematologicas em peixes quando esses
s80 expostos a antibidticos, uma vez que ocorre descarte ambiental e uso
indiscriminado em pisciculturas.

Dessa forma, este estudo permitiu a avaliagdo hematoldgica e
histopatoldgica do rim diante da exposigdo crénica a amoxicilina, permitindo um
estudo comparativo entre grupos expostos a diferentes concentragdes do

medicamento frente ao grupo nao exposto.

3.1 Objetivo geral:
O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito da amoxicilina sobre a histolo-
gia renal e sobre a hematologia de tilapias (Oreochromis niloticus) expostas a amo-

xicilina de forma crénica e de animais nao expostos.

3.2 Objetivos especificos:
e Avaliar a histologia da estrutura renal de cada animal;
e Avaliar qualitativamente patologias resultantes da exposicao ao farmaco; e
e Avaliar a hematologia dos animais e comparar grupos expostos e controle
caso haja alteracoes.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. CEUA

O presente estudo foi submetido para apreciacao pela Comissio de Etica
no Uso de Animais (CEUA/UFV), tendo sido iniciado somente apds sua aprovacao
(protocolo 42/2022). Durante o experimento todos os procedimentos foram
seguidos de acordo com as normas da ABNT e da CEUA/UFV.
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4.2. Ensaio experimental

No presente experimento foram empregadas 144 tilapias (Oreochromis
niloticus). As tilapias foram separadas em trés grupos expostos a amoxicilina e um
grupo controle ndo exposto ao antibidtico.

Foram utilizados 12 aquarios contendo doze peixes cada, totalizando 144
peixes, sendo trés aquarios para o grupo controle, com animais nao expostos ao
farmaco. Os outros nove aquérios foram divididos em trés grupos, onde os peixes
foram expostos a trés diferentes concentracées de amoxicilina (3, 6,5 e 10ug/L)
durante 30 dias.

Foram formados grupos experimentais com tamanhos e pesos corporais
homogéneos, uma vez que é necessario padronizar 0s animais para se ter um valor
fidedigno das andlises comparativas e estatisticas.

Previamente ao periodo experimental os peixes passaram por um periodo
de aclimatagéo de sete dias. A agua utilizada foi proveniente do sistema exclusivo
do Laboratério de Biologia de Peixes do DVT/UFV, e foi mantida sob oxigenacgéao
constante sete dias antes do periodo de aclimatacao dos animais para minimizar o
efeito do cloro, e com termostato controlado em 26°C. Nesse periodo, foi mantido
o pH dentro das condi¢des desejaveis para o cultivo de peixes.

Durante o experimento, a 4gua de cada aquario recebeu aeragao constante
com o uso de dois compressores de ar externos e também bombas submersas para
a manutencao da concentracao adequada de oxigénio. A temperatura foi controlada
por meio de termostatos mantidos a 26°C, com ambos os parametros sendo
monitorados uma vez ao dia. Diariamente foram realizadas mensuragbes de
qualidade da agua e, em seguida, o sifonamento para retirada de detritos e a
reposicao do antibiético e da 4gua em quantidade diaria de 20L por aquario.

A quantidade de antibidtico em cada aquério foi determinada de acordo
com concentracdes pré-estabelecidas a partir do estudo de Aquino et al. (2021). No
presente trabalho, foi utilizada a amoxicilina na apresentacao comercial de 500mg,
que foi diluida em 1 litro de 4gua destilada. Os aquarios 1, 2 e 3, receberam 3 ug/L,
totalizando 450ug de amoxicilina por aquario de 150 litros, correspondendo a 0,9
mL da solucao previamente preparada, com reposi¢ao de 60ug para os 20 litros de
troca diaria de agua do aquario, correspondendo a 0,12 mL da solucao previamente
preparada. Nos aquarios 4, 5 e 6 foram adicionadas 6,5ug/L, totalizando 975ug de
amoxicilina por aquario de 150 litros, correspondendo a 1,95 mL da solucéo
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previamente preparada, com reposicdo de 130ug para 20 litros de troca diaria de
agua do aquario, correspondendo a 0,26 mL da solugdo previamente preparada.
Nos aquarios 7, 8 e 9 foram adicionadas 10ug/L, totalizando 1.500ug de amoxicilina
por aquario de 150 litros, correspondendo a 3 mL da solugdo previamente
preparada, com reposicdo de 200ug para 20 litros de troca diaria de agua do
aquario, correspondendo a 0,4 mL da solugéo previamente preparada.

A reposicéao foi calculada para trocas diarias de 20 litros de dgua de cada
aquario, visando a limpeza dos mesmos, bem como manter as concentracées
estabelecidas acima. A limpeza e a reposi¢cao do antibidtico nos aquarios foram
realizadas diariamente, sempre apds a alimentagdo dos peixes. A solucdo de
antibiético também era preparada diariamente.

Atribuindo-se a possibilidade de uma taxa de mortalidade de 20% durante
0 experimento, e por ndo haver dimorfismo sexual dos peixes, foram coletados
quatro peixes de cada aquario para que houvessem pelo menos 12 animais
coletados por grupo e assim se atender as premissas estatisticas.

Os animais foram alimentados diariamente, ad libitum, com racdo comercial
balanceada para peixes, com teor proteico de 32%.

Apos o periodo experimental, os 48 peixes foram utilizados para coleta de
sangue para analises hematoldgicas. Na sequéncia os peixes foram anestesiados
com Eugenol (1:10.000), seguindo-se eutanasia por aprofundamento da anestesia.
ApGs esse procedimento, os 48 peixes tiveram o comprimento medidos e pesados
individualmente para se obter dados biométricos de peso corporal e comprimentos
total e padrao.

Apos a eutanasia, a cavidade corporal foi exposta por incisdo na linha
mediana ventral para a coleta do rim, que foi fixado em solugdo de formol
tamponado a 10% por 24 horas. ApoOs esse periodo, o fixador foi removido e os
fragmentos de rim foram preservados em alcool a 70% até o inicio do
processamento para estudo histoldgico.

4.3. Anadlise de agua

Foram obtidos os parametros fisico-quimicos da agua, verificando-se pH,
temperatura e oxigénio dissolvido, mensurados diariamente no periodo da manha3,
nitrito e aménia a cada 5 dias, e nitrato uma mensuragao no inicio e uma ao fim do

experimento pois € um composto bioacumulativo.
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O potencial hidrogenidnico (pH), a temperatura (T°C), oxigénio dissolvido
(OD, mg.L") e oxigénio dissolvido percentual (%) foram monitorados utilizando a
sonda multipardmetro Sanxin modelo SX751. Aménia total (N-AT) (mg.L"" , N-
(NH4+NH3)) (Bendschneider; Robinson, 1952), nitrito (mg.L™", N-NOz2) (UNESCO,
1983) e nitrato (NOs ) (Monteiro et al., 2003) foram mensurados utilizando-se de
espectrofotdmetro Biochrom Libra S22.

4.4. Processamento histolégico das amostras

Para andlise histol6gica, as amostras colhidas e armazenadas em alcool a
70 % foram seccionadas em fragmentos menores para processamento histoldgico
de acordo com métodos de rotina adotados no Laboratorio de Biologia de Peixes
do DVT/UFV, com os fragmentos sendo novamente lavados em élcool 70 %, por
trés vezes durante cinco minutos cada lavagem, seguidas de desidratagdo em
alcool 90 % por 4 horas, Apos a desidratacéo, os fragmentos foram submetidos a
infiltracdo com historesina Leica® na proporgdo alcool:resina 1:1 por 24 horas,
resina pura por 48 horas e, finalmente, emblocamento em resina glicolmetacrilato
(Leica, Historesin®) utilizando-se moldes apropriados aos tamanhos das amostras.
A sequir, as amostras foram colocadas em estufa (60° C/24 h) para polimerizagdo
da resina.

Os fragmentos de rim foram seccionados em micrétomo rotativo Leica® no
sistema semisseriado com espessura de 4,0 ym e subsequente coloracdo com he-
matoxilina e eosina. A avaliagdo das amostras foi realizada em microscopio de luz
(Nikon®, Eclipse E200).

Apés esta etapa, foram obtidas imagens digitais utilizando-se do software
Dino Capture 2.0 acoplado ao microscopio de luz (Nikon®, Eclipse E200). Apds
isso, as imagens obtidas digitalmente foram empregadas para avaliacao
histopatoldgica, a partir da qual foram classificadas de acordo com a tabela definida
por Poleksi¢ (1994).

4.5. Coloracao de laminas

Para coloracdo dos fragmentos de rins foram utilizados os corantes
Hematoxilina e a Eosina. Segundo Paulete & Becgak (1976) esta técnica é composta
dos reagentes hematoxilina, que possui caracteristicas basoéfilas e cora o nicleo
celular de azul, e eosina, que possui caracteristicas acidéfilas e cora o citoplasma

da célula de rosa.
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A coloragédo também seguiu a rotina do Laboratério de Biologia de Peixes
do DVT/UFV.

4.6. Avaliacao histologica e histopatoldgica

permite a captura de imagens e mensuragao com calibragao.

O programa utilizado foi o Dino Capture 2.0, um software de imagem que

As laminas foram avaliadas em microscépio de luz em aumento de 40x, e

fotomicrografadas, sendo classificadas quanto ao grau de lesdes renais, de acordo

com a tabela definida por Poleksi¢ (1994) (Tabela 1).

Tabela 1 — Classificacado das alteracdes histoldgicas do rim quanto ao tipo e

localizacao das lesdes e dos estagios em que se inserem, modificado de
Poleksi¢ e Mitrovi¢-Tutundzi¢ (1994).

ALTERAGCOES HISTOLOGICAS RENAIS

ESTAGIO

1. Alteracoes tubulares

Degeneracao granular
Hipertrofia celular
Hipertrofia nuclear
Vacuolizagao celular
Dilatagédo da luz tubular
Tadbulos em regeneracao
Rompimento celular
Degeneracao hialina
Ocluséao da luz tubular
Degeneracao tubular
Novos néfrons

2. Alteracoes glomerulares

Dilatag&o dos capilares

Espessamento do endotélio capilar

Aumento do volume glomerular

Reducéao do espago de Bowman

Presenca de hemacias no espaco de Bowman
Extravasamento de sangue no espaco de
Bowman (hemorragia)

3. Necrose

Necrose focal
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4.7. Contagem de eritrocitos e leucoécitos

Para realizar as analises hematoldgicas, foram coletadas amostras de
sangue de 4 exemplares por aquario, totalizando 12 peixes por tratamento. A coleta
de sangue foi via puncao veno-caudal com seringas de 3 mL contendo heparina
como anticoagulante. As amostras de sangue foram transferidas para microtubos
que foram encaminhados para o processamento sob refrigeracao.

Utilizou-se camara de Neubauer, que contém dois reticulos na por¢cao
central separados por um sulco, e uma laminula retangular de vidro sobre esses
reticulos. A contagem dos leucdcitos foi realizada nos quadrantes laterais e os
eritrécitos no quadrante central (em apenas 5 quadrados) (Ranzani-Paiva et al.,
2013).

Uma aliquota de 10 uL de sangue foi colocada em 2 mL (diluicdo 1:200) de
solucdo formol-citrato com azul de toluidina para contagem de eritrécitos
sanguineos, em camara de Neubauer (x10%/uL), seguindo metodologia modificada
por Oliveira-Junior et al. (2009). Os eritrocitos foram contados no quadrante central
(em apenas 5 quadrados) (Ranzani-Paiva et al., 2013).

As laminas foram fotomicrografadas no programa Dino Capture 2.0 para a
contagem total de leucocitos. A contagem total de leucdcitos foi realizada a cada
2000 eritrécitos computados.

4.8. Hematocrito e hemoglobina

Uma aliquota do sangue foi utilizada para determinacdo do hematdécrito
pelo método do microhematécrito (Goldenfarb et al., 1971). Foi utilizado capilar
heparinizado com comprimento de 75mm e diametro interno de 1,0mm. Os
capilares contendo sangue foram centrifugados por 5 minutos a 12.000 rpm e as
leituras foram realizadas imediatamente apds a centrifugacao (Gréfico 2).

A concentracdo de hemoglobina (Hb) foi avaliada pelo método da
cianometahemoglobina, onde os compostos de hemoglobina, com excec¢ao da
sulfahemoglobina, sdo rapidamente convertidos a cianometahemoglobina, sob
acao do ferrocianeto de potassio e do cianeto de potassio (Collier, 1944).

Foram adicionados 10 puL de amostra do sangue em 2,5 mL de solugéo de
Drabkin (kit comercial Bioclin ®). Apés 30 minutos foram feitas as leituras no
espectrofotdbmetro (Biochrom Libra S22) a 540 nm (nandémetros) tendo como

padrao uma solucdo comercial contendo 11,3 mg/dL de hemoglobina (Bioclin®).
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Apos a leitura da absorbéancia, o valor foi multiplicado pelo fator de correcéao
calculado na curva padrao (Ranzani-Paiva et al. 2013).

4.9. indices hematimétricos

Para determinacéo dos indices hematimétricos (Volume Corpuscular Médio
- VCM, Hemoglobina Corpuscular Média - HCM e Concentragcdo de Hemoglobina
Corpuscular Média - CHCM) foram utilizados célculos a partir do hematécrito, da
hemoglobina e da contagem de eritrocitos (Ranzani-Paiva et al., 2013).

- Volume Corpuscular Médio (VCM): avalia o volume dos eritrécitos.
VCM = Hematécrito x 10 =fL
NUmero de eritrocitos (x108 puL-2)

- Hemoglobina Corpuscular Média (HCM): determina a quantidade de hemoglobina
existente em cada eritrocito.

HCM = Taxa de hemoglobina x 10 = pg

NUmero de eritrocitos

- Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM): relacionada a
concentracdo do pigmento hematico nos eritrocitos.
CHCM = Taxa de hemoglobina x 100 =g dL""
Hematdcrito

4.10. Analises dos dados

Os dados estdo representados como média, desvio padrdao e foram
estudados através de testes de comparacéao de média por meio do Anova (One-
way), seguido de analise de de variancia, para testar varia¢gées nos valores médios
nas coletas entre 0s grupos expostos e controle.

Foi realizado o teste Tukey (p<0,05) para comparar as médias entre
exposicoes quando foram registradas diferencas significativas. Quando os valores
nao se enquadraram dentro da normalidade, os dados foram submetidos ao teste
nao-paramétrico de Kruskal-Wallis (p<0,05 foi utilizado como critério de

significancia) no programa IBM SPSS Statistics versao 25.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Analise de agua
5.1.1. Parametros fisicos

Os parametros foram avaliados diariamente durante 21 dias para garantir
a qualidade da agua utilizada, uma vez que alteragbes podem ocasionar toxicidade
e mortalidade dos peixes. As condigbes adequadas para manter a qualidade da
agua foi seguida de acordo com os padroes estabelecidos na Resolucao CONAMA
(2005).

De acordo com os parametros de qualidade da agua avaliados, foi
evidenciado que a temperatura média dos aquarios de concentracao 3ug se
manteve em 26,9°C, dos aquarios de concentracao 6,5ug se manteve em 26,9°C,
dos aquéarios de concentragéo 10ug se manteve em 26,6°C e dos aquarios do grupo
controle a temperatura se manteve em 27,2°C (Figura 2).

O oxigénio dissolvido se manteve em 5,6mg.L' nos aquarios de
concentracdao 3ug, nos aquarios de concentragado 6,5ug o OD se manteve em
5,8mg.L", na concentragdo de 10mg.L"' se manteve em 55mg.L"" e no grupo
controle se manteve em 5,7 mg.L" (Figura 3).

O pH esteve em 6,3 nos aquarios de concentracdo 3, nos aquarios de
concentracao 6,5 esteve em 6,1, nos aquarios de concentracéao 10 esteve em 6,2
e no grupo controle esteve em 6,1 (Figura 4).

Figura 2 — Temperaturas diarias durante 21 dias do experimento.
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Figura 3 — Oxigénio dissolvido durante 21 dias do experimento.
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Figura 4 — Afericdo de pH durante 21 dias do experimento.
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Os parametros de qualidade da agua se mantiveram dentro dos padroes
recomendados para o manejo de tilapias (Tabela 2). Foram observadas diferencas
(p<0,05) para as variaveis temperatura, oxigénio dissolvido (OD) e pH, sendo
realizado o teste de Tukey (Apéndice B).

Tabela 2 — Médias dos parametros da qualidade de agua nas exposicdes a
amoxicilina e grupo controle.

Variaveis 3ug 6,5ug 10ug CT DP P

T 26,9% 26,950 26,65¢ 27,23a 0,4648 0,000
oD 5,60c 5,86a 5,50¢ 5,72 0,4476 0,023
Ph 6,372 6,13¢ 6,21° 6,19° 0,1754 0,000

Médias de acordo com o teste ANOVA. Concentragdes utilizadas descritas em ug,
grupo controle (CT), coeficiente de variacao (CV) e teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).
Letras diferentes na linha indicam diferencas estatisticas entre os grupos.
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5.1.2. Compostos nitrogenados na agua

As concentragbes medias encontradas dos compostos nitrogenados sao
observadas na Tabela 3. Nitrito e nitrato resultaram em diferengas significativas
quando comparados na média (p<0,05) e Aménia toxica resultou em diferencas
significativas quando comparada entre grupos (p<0,05), sendo realizado o teste de
Tukey (Apéndice B).

Tabela 3 — Médias e coeficiente de variagdo dos compostos nitrogenados da agua
por concentracao de exposicao e grupo controle.

Variaveis 3ug 6,5ug 10ug CT Ccv P
Amonia
toxica 26,99 26,95 26,65 27,23 33,11 0,053
(mg.L™)
Nitrito 5,60 586 550 572 5694 0,491
(mg.L")
Nitrato 6,37 613 621 619 3632 0,500
(mg.L™")

Médias de acordo com o teste ANOVA. Concentragbes utilizadas descritas em pug,
grupo controle (CT), coeficiente de variagao (CV) e teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).

Conforme esperado, as diferencas nas concentracées de nitrito e nitrato
por aquario sofrem alteragdo devido a concentragdes diferentes do antibiotico
diluido na 4gua juntamente com a excregao urinaria dos peixes, mesmo com a

realizacdo de limpeza e reposicao de agua e antibiotico (Figura 5, 6 e 7).

Figura 5 — Concentracao média de nitrito por aquario.

0,10

0,08

2 0,06
£ 0,04
0,02 I I
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Aqudrios

Figura 6 — Concentracao média de nitrato por aquario.
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Figura 7 — Concentragao média de amdnia por aquario.
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O nitrito é tdxico para os peixes mesmo em baixas concentragdes
(Kubitza, 2019, p.20-21). Os efeitos da exposigao ao nitrito incluem danos
histopatolégicos em 6érgdos-alvos especificos, como patologias
associadas ao rim, como lesdo do corpusculo renal, degeneracao severa
das células dos tubulos renais, hemorragia e difusédo dos eritrécitos no
liquido intersticial (Grynevych et al., 2018, p.41-50). O aumento da
temperatura pode influenciar na fisiologia dos peixes, com efeitos
sinérgicos ou antagonistas. Peixes australianos da espécie Perca
prateada, Bidyanus bidyanus, foram expostos a bioacumulagao de nitrato
em diferentes concentragdes e temperatura: 28°C (temperatura do local
de estudo) e 32 °C (temperatura elevada) por 21 semanas (Gomez Isaza
etal.,, 2021, p.108920). Os autores relatam que a o composto acumulado
em grande escala reduziu a capacidade de transporte de oxigénio no
sangue, devido ao aumento da metahemoglobina, em ambas as
temperaturas. Ja a exposicdo a temperatura mais alta (32°C) foi capaz de
aumentar a area da superficie branquial e a espessura ventricular,
independente da concentragdo do nitrato. Como concluséo, os autores
indicam que essa plasticidade do sistema cardiorrespiratério fornece
protecdo a exposigcao simultanea ao nitrato e altas temperaturas.

Estudos que avaliaram a toxicidade da aménia, demonstraram que ela

induz o estresse oxidativo, alterando a atividade de enzimas antioxidantes (Kim et

al., 2017; Zhang et al., 2019), e também induz a imunossupressao, inflamacao e

apoptose (Li et al., 2020).

A temperatura dos grupos se manteve dentro da referéncia para tilapias,

sofrendo minima variagao entre os dias devido a condicées ambientais, mas bem
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controladas por termostato. O aumento da temperatura impacta na fisiologia dos
peixes (Alfonso et al, 2020) e pode influenciar na toxicidade dos compostos
nitrogenados (Mehta, 2017).

5.2. Analise hematolégica

Os eritrécitos apresentaram contagem média total mais baixa no grupo
controle (Figura 8) e mais alta no grupo de concentracdo maior de exposicao a
amoxicilina (10pg) (Figura 9). A concentragdo media de hematdcrito se manteve
padronizada, ficando maior também no grupo de maior exposicdo ao farmaco
(10ug) (Figura 10). Segundo Tavares-Dias e Faustino (1998), o hematocrito é o
indice de menor variacao média entre as diferentes espécies de tilapias, estando
em concordancia com a literatura, sugerindo que € um bom indicador dos efeitos

dos diversos fatores ambientais que o0s peixes estao sujeitos.

Figura 8 — Média da contagem total de eritrécitos de tilapias do Nilo

(Oreochromis  niloticus) juvenis por concentracdo e grupo controle.
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Figura 9 — Concentracao média de eritrécitos por grupo.
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Figura 10 — Concentracdo média de hematdcrito por grupo.
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A hemoglobina teve maior concentragdo nos grupos expostos de
concentracao 3 e 10ug de amoxicilina, € menor concentracdo no grupo exposto a
6,5ug do farmaco e no grupo controle (Figura 11). De acordo com Tavares-Dias e
Moraes (2004), a concentracdo de hemoglobina pode se elevar durante um
estimulo de estresse, como consequéncia do aumento na demanda de consumo
de oxigénio, assim sendo, o aumento da Hb sugere maior capacidade de transporte

de oxigénio devido ao aumento na demanda energética.

Figura 11 — Concentracdo média de hemoglobina por grupo.
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A analise das variaveis Hematocrito (Ht), hemoglobina (Hb), Eritrécitos,
VCM, HCM e CHCM nao mostrou diferencas estatisticas (p<0,05) entre as
exposicdes e grupo controle. Porém, as varidveis hematdcrito (Ht), hemoglobina
(Hb), eritrcitos mostraram alteragcdes que condizem estar abaixo dos valores de
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referéncia para tilapias. As variaveis VCM e HCM se mostraram acima dos valores
de referéncia, e a variavel CHCM néo sofreu alteracao, estando dentro do valor de
referéncia (Tabela 4).

Vosyliené (1999) afirma que o estresse leva a agéo de glicocorticoides no
organismo dos peixes, havendo alteragbes dos niveis de cortisol no
sangue, o que acarreta modificagdes fisiometabdlicas que sao observadas
no aumento dos eritrocitos e na redugdo do VCM.

Houve tal alteracdo nessa pesquisa, visto que pode ser consequéncia do
manejo diario de afericdo dos parametros, alimentacdo, limpeza dos aquarios e
reposi¢ao do farmaco.

Um dos efeitos causados pela liberagdo de catecolaminas € o aumento
da capacidade de oxigenagdo no sangue, fazendo que, entre outros
mecanismos, haja um aumento do volume dos eritrécitos, aumentando os
niveis do hematécrito (Wendelaar Bonga, 2011), surtindo efeito inverso no
CHCM, e nao ocorreu esse evento neste estudo.

Tabela 4 — Eritrograma de tildpias do Nilo (Oreochromis niloticus) expostas a

diferentes concentragdes de amoxicilina e grupo controle.

Variaveis 3ug 6,5ug 10ug CT Ccv P
Ht (%) 21,83 20,17 24,42 20,0 20,64 0,071
Hb (g.dL-1) 5,47 4,79 5,82 479 22,47 2,490
VCM (fL) 173,26 191,48 167,93 207,95 46,32 0,685
HCM (pg) 41,61 44,97 39,80 51,40 48,33 0,607
CHCM (g.dL™") 25,05 23,74 23,83 23,95 16,21 0,480
RBC (Eri x106 pL) 1,36 1,18 1,63 0,94 50,10 0,078

* Valores médios em diferentes concentracdes de amoxicilina e grupo controle, de
acordo com o teste ANOVA e Tukey. Ht (Hematécrito), Hb (Hemoglobina), VCM
(Volume Corpuscular Médio), HCM (Hemoglobina Corpuscular Média), CHCM
(Concentracao de Hemoglobina Corpuscular Média), Eri (Eritrécitos).

O leucograma permite uma avaliagdo das condigcdes imunoldgicas dos
peixes, bem como identificar possiveis infec¢cdes bacterianas, se tornando
importante neste estudo visto que o agente escolhido para exposicdo € um
antibiético.



33

Tabela 5 — Leucograma de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) expostas a

diferentes concentragdes de amoxicilina e grupo controle.

Variaveis 3ug 6,5ug 10ug CT Ccv P

Linfécitos (L' x 106) 60,67 106,832 46,33c 64,67, 12,66 0,000
Mondcitos (pL-' x 10°) 6,422  2,33p 1,08¢ 1,50c 52,70 0,000
Neutrofilos (L' x 10%) 67,17v 66,33c 110,92. 66,83 10,31 0,000

Eosindfilos (uL' x 10%) 0,00 0,00 0,00 0,08 86,60 0,402

* Valores médios em diferentes concentragdes de amoxicilina e grupo controle, de
acordo com o teste ANOVA e Tukey. Letras diferentes na linha indicam diferencas
estatisticas entre os grupos.

Houve alteracédo na contagem dos leucécitos citados na tabela 5 na analise
estatistica, apresentando variagcdo entre os grupos expostos e grupo controle
(Apéndice B).

Os linfécitos e neutrdfilos sdo células de maior variacdo média entre as

tilapias. Porém, os percentuais médios de mondcitos sdo pouco discrepantes. Ezzat
et al. (1974) correlacionaram o aumento no percentual de neutréfilos e eosindfilos
com o aumento do crescimento do peixe, e com o periodo de desova, 0 que nao
ocorreu neste experimento. Situagcbes de estresse desencadeiam alteracdes nos
parametros hematoldgicos, como a reducao de leucocitos (leucopenia), causando
linfocitopenia e neutrofilia (Tavares-Dias; Moraes, 2004), o que nao ocorreu no
presente estudo.

5.3. Analise histopatoldgica

As alteracdes histopatolégicas foram avaliadas de acordo com o Valor
Médio de Alteracao (VMA), baseando na incidéncia de lesdes, descrito por
Schwaiger et al. (1997). Para tanto, foi atribuido um valor numérico para cada
animal, conforme a escala: grau 1 (auséncia de alteracao histopatolégica), grau 2
(ocorréncia de lesbes pontualmente localizadas) e grau 3 (lesbes amplamente
distribuidas pelo 6rgéo).

Foram observadas alteracdes renais de estagio |, Il e lll, de acordo com o
grau de severidade e comprometimento da fungao renal, conforme mostra a Tabela
5. No grupo de exposicdo a 3ug de amoxicilina foram observadas lesées como
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vacuolizagao celular e uma necrose focal. Na exposicao de 6,5ug do farmaco
observou-se hipertrofia celular e dilatagcao dos capilares. No grupo de exposicéo a
amoxicilina de concentracdo 10ug foi observado degeneracéo tubular e presenca
de hemacias no espaco de Bowman. E no grupo controle foi observado maior
quantidade de lesdes, como degeneragéao tubular, oclusdo da luz tubular, presencga
de hemacias no espago de Bowman e redugéo do espaco de Bowman.

O VMA demonstrou que os tratamentos apresentaram maior ocorréncia de
lesdes pontualmente localizadas, apesar de terem ocorrido alguns casos de lesdes

amplamente distribuidas pelo rim no grupo controle.

Tabela 6 — Classificacao de alteracdes histolégicas de cada concentracao de

acordo com o grau.

Amostra 3ug 6,5ug 10ug CT
1 I I I Il
I I Il Il
M I I Il

O a0k WD

O rim recebe grande fluxo sanguineo e a presenga de compostos quimicos
no sangue pode desencadear algumas mudangas patoldgicas na capsula
de Bowman, como proliferacdo anormal das células epiteliais e o
espessamento da lamina basal, levando a redugcédo do mesmo. Além disso,
pode ocorrer o aparecimento de células sanguineas ou agregados, ou
também de matéria estranha no espaco de Bowman (Hinton et al., 1992,
p.155-196; Takashima e Hibiya, 1995). O excesso de hemécias nos
capilares pode levar ao rompimento desses vasos e, hesse caso, é comum
encontrar hemdcias no espago de Bowman (Takashima e Hibiya, 1995).
Segundo Hinton & Laurén (1990) a regeneragao tubular em peixes pode
ser uma boa indicacdo de adaptacéo e recuperacdo. Neste trabalho, ndo
foi observado regeneracao tubular.

5.4. Panorama sobre antibiético residual na agua

Habitats de 4gua doce estdo entre os habitats naturais que abrigam a mais
rica diversidade bacteriana (Sieber et al.,2020, p.1-11), sendo um dos
habitats bacterianos mais importantes na Terra, e uma consideravel
maneira de disseminacdo de microrganismos na natureza, tendo sido
reconhecido como um reservatério significativo de resisténcia a
antibiéticos.

A agua nao constitui apenas um meio de disseminagdo de organismos
resistentes aos antibiéticos entre populagbes humana e animais, mas,
também, a via pela qual os genes de resisténcia sdo introduzidos em
ecossistemas bacterianos naturais. As bactérias patogénicas e
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potencialmente patogénicas sdo constantemente liberadas, através de
aguas residuais, para o meio aquatico. Muitos desses organismos abrigam
genes de resisténcia a antibidticos, eventualmente inseridos por
elementos genéticos moveis (plasmideos, transposons e integrons)
capazes de se propagar entre as comunidades bacterianas de agua e solo
(Sultan et al., 2018, p.1-16).

E inegavel a importancia de elementos ambientais, como agua ou solo,
sobre o ciclo de resisténcia aos antibidticos na natureza, seja porque os
mecanismos de resisténcia aos antibiéticos podem se originar em
bactérias ambientais ou porque bactérias comensais e patogénicas a
humanos e animais podem contaminar o meio ambiente (Kraemer et al.,
2019, p.1-24).

Além do mau uso clinico, o uso inadequado de antibiéticos no ambiente
agricola € um dos principais contribuintes para o surgimento de bactérias
resistentes aos antibiéticos. Alguns dos mesmos antibidticos que sao
usados para tratar patdégenos humanos, tais como amoxicilina e
eritromicina, também sdo usados para tratar doengas, promover o
crescimento e melhorar a eficiéncia alimentar em animais (Baptista et al.,
2018; Economou; Gousia, 2015; Sousa et al., 2019, p.584-593).

As concentragdes de amoxicilina podem alterar variaveis hematoldgicas e

histopatoldgicas das tilapias do Nilo. Os parametros fisicos da dgua se mantiveram

dentro das referéncias e do esperado. Visto também que ha um grande descarte

residual desse farmaco, podemos concluir que a resisténcia bacteriana aumenta

cada vez mais e que pode trazer alteracdes fisioldgicas aos organismos aquaticos,

alterando diretamente a cadeia alimentar, trazendo prejuizos ambientais e também

pode oferecer risco a saude humana.
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Tabela 1: Intervalos de referéncia de hematologia para tilapias.

APENDICE A

Variaveis Valores de referéncia Autor
Ht (%) 27-37 (Hrubec et al., 2000)*
27,85%1,65 (Ueda et al., 1997)**
Hb (g.dL") 7,0-9,8 (Hrubec et al., 2000)*
7,04+0,38 (Ueda et al., 1997)**
RBC (Erix10-6 uL) 1,91-2,83 (Hrubec et al., 2000)*
2,35+0,12 (Ueda et al., 1997)**
VCM (fL) 115-183 (Hrubec et al., 2000)*
118,6£3,53 (Ueda et al., 1997)**
HCM (pg) 28,3-42,3 (Hrubec et al., 2000)*
30,31+1,64 (Ueda et al., 1997)**
CHCM (g.dL ) 22-29 (Hrubec et al., 2000)*
25,78+1,72 (Ueda et al., 1997)**

* Valores minimos e maximos para hibridos (Oreochromis niloticus x O. mossambicus x O. aureus)

produzidas em sistema de alta densidade. ** Valores médios + DP (Oreochromis niloticus).

Tabela 2: Intervalos de referéncia de leucograma para tilapias (Oreochromis niloticus).

Variaveis

Valores de referéncia

Autor

WBC

Linfécitos

Monécitos

Neutrofilos

Eosindfilos

21,56-154,60 (/uL)

16,08 (x103/mm?)
43,42 (%)

6,78-136,39 (/uL)

6.747,54+408,09 (/mm3)

6,37 (%)
400-4.286 (/uL)

1105,93+208,79 (/mm?)

50,08 (%)
557-9.873 (/uL)

8.200,33+844,92 (/mm?)

0,04 (%)
35-1.645 (/uL)
6,25+4,10 (/mm?)

(Hrubec et al., 2000)*
(Ueda et al., 1997)**
(Hrubec et al., 2000)*
(Ueda et al., 1997)**
(Ueda et al., 1997)**
(Hrubec et al., 2000)*
(Ueda et al., 1997)**
(Ueda et al., 1997)**
(Hrubec et al., 2000)*
(Ueda et al., 1997)**
(Ueda et al., 1997)**
(Hrubec et al., 2000)*
(Ueda et al., 1997)**
(Ueda et al., 1997)**

* Valores minimos e maximos para hibridos (Oreochromis niloticus x O. mossambicus x O. aureus)

produzidas em sistema de alta densidade. ** Valores médios + DP (Oreochromis niloticus).



APENDICE B
Tukey HSD
Intervalo de ...
Diferenca
Varidvel dependente () Grupo  (J) Grupo rédia (|-J) Erra Erra Sig. Limite infericr
Temperatra 3pa 65w 04682 11794 ams -2623
10pg 34045 11704 025 0313
_Guntmle - 235600 11754 199 -.5442
6.5 3pg .04682 11794 o979 - 3560
Lﬂpﬂ 25364 11754 059 -.0155
Controle -28182 11794 087 -5910
i 10ug éug -34045 A1794 025 -.B496
6.50g -29364 11794 069 - 6028
Contrale 57545 11794 000 - BB46
.Cnn‘l:role 3pg 23500 | 11784 [ 199 -0742
asg  2ee2  7s4 w7 0273
10pg 57545 11794 000 2663
oo g ese 2634 12181 142 -5629
ﬂﬂ;_ 10000 | 2181 [ 844 -, 2183
Conirole 273 281 s 4420
6.5ug 3pg 26364 JA2181 142 - 0557
10ug 36364 12181 019 0443
M 14081 . 2981 656 - 1784
w3 3ug 20000 2181 84 4193
E.S_H_g -.36364- 2981 019 - BB29
m - 22273 2181 267 -.5420
Controle  3pg 2273 2181 745 -, 1966
B.5ug - 14081 2181 656 - 4602
TIDp-g .222?.3 2181 267 - 0966
Variavel dependente: PH
Tukey HSD
Intervalo de Confianga 95%
Diferenga
(1) Grupo  (J) Grupo media (I-J} Erro Erro Sig. Limite inferior  Limite superior
3ug B.50g 24318 04613 000 1223 3641
10ug ,16135' 04613 004 0404 2823
Controle ,18313' 04613 001 0623 3041
6.50g 3ug 24318 04613 000 -,3641 - 1223
10ug _ -08182 04613 293 -2027 0391
_Conlre!e_ -,06000 04613 565 - 1809 .QEDQ
1049 g -16136 04613 004 -2823 -0404
SSpg 08182 04613 293 -0391 2027
Controle 02182 04613 065 -,0891 1427
Controle  3pg .18318" 04613 001 -,3041 - 0823
6.50g 08000 04613 565 -.0609 1809
10ug - 02182 04613 65 - 1427 L0891

*. A diferenga media & significativa no nivel 0.05.
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ANOVA
Soma dos Cuadrado
Quadrados df Medio Z Sig.
LINF Entre Grupi 24381,583 3 B127,104 87 568 ,000
Nos grupos 4083 667 44 92,811
Total 2B465,250 47
NEUTR  Entre Grupos 17538,306 3 5846132 57431 000
ﬁgﬂtﬂ; 4478 917 44 101,794
Total 22017.313 47
MON Entre Grupos 215,167 3 71,722 48,180 L000
_J':I_n_s  grupos 65,500 44 1,489
| Total 280,867 47
EOS Entre Grupos | 063 3 021 1,000 A0z
Nos gripos o7 44 021
Total 78 47




