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RESUMO GERAL

O ecossistema aquatico é quase sempre o destino final para residuos urbanos,
agricolas e industriais, 0 que pode afetar a homeostase dos seres vivos que o habitam. O
estreito contato dos peixes com o ambiente aquatico propicia 0 movimento de agentes
genotdxicos através de muco, pele, branquias e outras camadas externas ou ainda atingir
orgdos internos causando danos muitas vezes irreversiveis. A acdo de agentes toxicos
podem também induzir efeitos genotdxicos por afetarem material genético, o que pode ser
evidenciado através de aberracfes cromossdmicas, como quebras cromossémicas ou
cromatidicas, perda de cromossomos inteiros ou por condensacdo de fragmentos
cromossdmicos (micronucleos) e, além disso, causar diversos tipos de alteracbes
morfolégicas nucleares em eritrocitos. Portanto, o presente estudo visou verificar os efeitos
da exposicdo ao agrotdéxico Dormex® sobre os hepatdcitos sobre eritrocitos de peixes da
espécie Astyanax altiparanae. Neste estudo foram utilizados 65 exemplares de Astyanax
altiparanae obtidos a partir de estabelecimentos de comércio de “iscas vivas” para pesca. As
concentracdes de Dormex® utilizadas foram de 0,05ml, 0,1ml e 0,5ml para 10 litros, com
tempos de exposicao de 24h, 48h e 72h para andlise de eritrocitos e 24h e 48h para andlise
histologica. Para analise dos eritrécitos, a partir de sangue extraido da veia caudal, foram
utilizados 40 animais sendo distribuidos quatro peixes/aquario contendo 10L de agua e
estabelecendo-se quatro grupos: 1 (controle, cujo aquario continha somente agua de
clorada e monitorado 24h); 2 (concentragdo 0,05ml/10L); 3 (concentragdo 0,1ml/10L) e 4
(concentragcdo 0,5m/10L). Para cada concentracdo, os peixes foram expostos durante 24h,
48h e 72h. Para os estudos histol6gicos foram utilizados 25 animais expostos as mesmas
concentracdes com tempos de exposicao de 24h e 48h para cada tratamento. Amostras de
figado foram retiradas apds eutanasia dos animais e processadas conforme métodos
histolégicos rotineiros. Os dados histol6gicos foram avaliados quanto a sua normalidade
pelos testes Komogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk. Dados paramétricos foram submetidos ao
teste One-way ANOVA e pOs-teste de Tukey e para os dados ndo-paramétricos foi utilizado
o teste Kruskal-Wallis e pés-teste de Dunn’s. A analise dos eritrocitos dos peixes revelou
diferentes tipos de alterac6es morfolégicas nucleares e ocorréncia de microndcleos quando
expostos as diferentes concentracdes de solugdo de Dormex®. Com relacdo a presenca de
micronucleos, observou-se uma maior frequéncia nos trés tratamentos (0,05, 01 e 0,5
ml/10L) no periodo de exposi¢cdo de 48h totalizando 7 células contendo um micronucleo.
Quanto as alteragcdes morfoldgicas nucleares foram observados nucleos dos tipos notched,
lobed, eightshaped e blebbed. Entretanto, observou-se uma frequiéncia diferenciada quanto
ao tipo de alteracdo sendo notched e eightshaped as mais frequentes. Com relagdo aos

dados histoldgicos, os peixes quando expostos a solugdo de Dormex® na concentracao de



0,5ml/10L demonstraram reducdo na densidade de hepatdcitos (p < 0,05) quando
comparado aos demais grupos analisados, independente do tempo avaliado. Houve também
aumento na area média celular e nuclear de hepatdcitos (p < 0,05) nesta concentragéo (
(0,5ml/10L) e ocorreu um aumento da area nuclear na concentragdo de 0,05 (ml/L) em
relacdo ao grupo controle. Os dados obtidos no presente estudo revelaram que a presenca
de agrotoxicos na &gua, até mesmo em baixas concentragbes, como no caso dos
tratamentos realizados com o0 agrotéxico Dormex®, pode causar danos aos tecidos dos
peixes. As concentracdes utilizadas correspondem as doses subletais permitindo a
sobrevivéncia do animal nos aquérios durante o periodo do experimento, porém quando
diluidas em 10 litros de 4gua resultou em uma concentracdo bem baixa. Contudo, devemos
ressaltar que no ambiente a concentragdo de herbicidas, fluindo para as aguas de rios,
riachos e/ou corregos proximos aos locais de pulverizagdo das plantacdes pode ser maior
na época da aplicacdo dos mesmos. No presente estudo os peixes submetidos as diferentes
concentracbes e tempos da solugdo de Dormex®, resultaram no total de 63 alteracdes
(presenca de microndcleos e alteragbes morfolégicas nucleares) sugerindo assim sua
genotoxicidade. Os danos causados aos peixes foram confirmados pelas alteracdes na
densidade e morfologia dos hepatécitos demonstrando os efeitos negativos do uso
indiscriminado destes agrotéxicos.

Palavras-chave: efeitos histopatol6gicos, genotoxicidade, herbicidas, microntcleos, peixes



ABSTRACT

The aquatic ecosystem is almost always the final destination for urban, agricultural and
industrial waste, which can affect the homeostasis of the living beings that inhabit it. The
close contact of the fish with the aquatic environment facilitates the movement of genotoxic
agents through mucus, skin, gills and other external layers, or to reach internal organs,
causing damage that is often irreversible. The action of toxic agents can also induce
genotoxic effects by affecting genetic material, which can be evidenced by chromosomal
aberrations, such as chromosomal or chromatic breaks, loss of whole chromosomes or by
condensation of chromosomal fragments (micronuclei) and, in addition, cause different types
of nuclear morphological changes in erythrocytes. Therefore, the present study aimed to
verify the effects on liver cells and erythrocytes of of fish of the species Astyanax altiparanae
when exposure to the Dormex® pesticide by means of histological analyses and erythrocytes
through the micronucleus test together with analysis of nuclear morphological changes. In
this study, 65 specimens of Astyanax altiparanae were obtained from commercial
establishments of "live bait" for fishing. The Dormex® concentrations used were 0.05ml/10L,
0.1ml/10L and 0.5ml/10L, with exposure times of 24h, 48h and 72h for erythrocyte analysis
and 24h and 48h for histological analysis. For the analysis of the erythrocytes, from the blood
drawn from the caudal vein, 40 animals were used and four fish/aquarium were distributed
containing 10L of water and four groups were established: 1 (control, whose aquarium
contained only unchlorinated water and monitored 24h); 2 (concentration 0.05ml /10L); 3
(concentration 0.1ml/10L) and 4 (concentration 0.5ml/10L). For each concentration, the fish
were exposed for 24h, 48h and 72h. For the histological studies, 25 animals exposed to the
same concentrations, with exposure times of 24h and 48h were used for each treatment.
Liver samples were removed after euthanasia of the animals and processed according to
routine histological methods. Histological data were evaluated for their normality by the
Komogorov-Smirnov and Shapiro-Wilk tests. Parametric data were submitted to the One-way
ANOVA and Tukey post-test, and for the non-parametric data the Kruskal-Wallis test and
Dunn's post-test were used. Analysis of fish erythrocytes revealed different types of nuclear
morphological changes and occurrence of micronuclei when exposed to different
concentrations of Dormex® solution. With respect to the presence of micronuclei, a higher
frequency was observed in the three treatments (0.05, 01 and 0.5 ml / 10L) in the exposure
period of 48h totaling 7 cells containing a micronucleus. As for the nuclear morphological
changes were observed nuclei of the types notched, lobed, eightshaped and blebbed.
However, a distinct frequency was observed as to the type of alteration being notched and

eightshaped the most frequent. Regarding the histological data, the fish when exposed to the



solution of Dormex® in the concentration of 0.5 ml/10L demonstrated a reduction in
hepatocyte density (p <0.05) when compared to the other groups analyzed, regardless of the
time evaluated. There was also an increase in the mean cellular and nuclear area of
hepatocytes (p <0.05) at this concentration (0.5 ml/10L) and at the concentration of 0.05 ml/
L there was an increase in the nuclear area in relation to the control group. In addition to
these alterations, nuclear hypertrophy was observed in the groups with the highest
concentration (0,5 ml) of the pesticide, independent of time. The data obtained in the present
study revealed that the presence of pesticides in the water, even in low concentrations, as in
the case of the treatments carried out with the Dormex® pesticide, can cause damage to the
fish tissues. The concentrations used correspond to the sublethal doses allowing the survival
of the animal in the aquaria during the period of the experiment, but when diluted in 10 liters
of water resulted in a very low concentration. However, it should be noted that in the
environment the concentration of herbicides flowing into the waters of rivers, streams and/or
streams near the crop spray sites may be higher at the time of application. In the present
study, fish submitted to the different concentrations and times of the Dormex® solution
resulted in a total of 63 changes (presence of micronuclei and nuclear morphological
changes), thus suggesting their genotoxicity. The damage caused to the fish was confirmed
by the changes in the density and morphology of the hepatocytes demonstrating the negative
effects of the indiscriminate use of these pesticides.

Key words: fish, genotoxicity, herbicides, histopathologic effects, micronuclei,
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I- Introducéo

A presenca dos poluentes no ambiente aquético pode causar letalidade em massa
nas populacdes aquéticas, o que é menos frequente, ou causar diversos efeitos em todos o0s
niveis da organizacdo biolégica. As concentracdes subletais de poluentes podem causar
alteragbes no organismo comprometendo o comportamento, crescimento, desenvolvimento,
estrutura dos tecidos e a reproducdo (Rand et al.,, 1995). As respostas bioldgicas ao
estresse provocadas pelos poluentes podem ser utilizadas para identificar sinais iniciais de
danos aos peixes sendo denominadas de biomarcadores. Os biomarcadores sao excelentes
ferramentas para monitorar a salde do ecossistema aquatico e tém sido incluidos em varios
programas modernos de monitoramento ambiental em paises desenvolvidos (Walker, 1996).
Atualmente, biomarcadores fisioldgicos e histopatolégicos sao utilizados extensivamente
para documentar e quantificar tanto a exposi¢édo, quanto os efeitos de poluentes ambientais.
Estudos sobre genotoxicidade tém sido realizados em varias espécies de peixes para
avaliacdo de possiveis danos ao DNA em fungédo de ambientes contaminados (Kang et al.,
2014; Pawlowski et al., 2014; Ameur et al., 2015; Maier et al., 2015).

Uma das metodologias mais simples e de rapida obtencdo de resultados é a
contagem de frequéncia de micronucleos. O teste do micronicleo tem sido amplamente
empregado para avaliar alteragcbes mutagénicas em diferentes organismos, incluindo peixes
(Al-Sabti e Metcalfe, 1995). Os micronlcleos sdo formados pela condensacdo de
fragmentos cromossémicos ou cromossomos inteiros que séo incluidos no nacleo principal
apés a anafase, possibilitando a deteccao de substancias clastogénicas no meio aquatico
(Al-Sabti e Metcalfe, 1995). O teste de microndcleo possui aplicagdo em diversas areas
biol6gicas e da saude, assim como na identificacdo do potencial genotéxico de novos
produtos farmacéuticos, agroquimicos ou agentes fisicos em geral (Kirsch-Volders e M.,
1997).

Em peixes a mutagenicidade de diversos poluentes foram testadas a partir de testes
de micronucleo. A presenca de microndcleos foram registradas em espécies como Tilapias
(Oreochromisniloticus), peixes-modelos do lago Paranoa, DF exposta aos compostos
genotoéxicosCiclofosfamidae Mitomicina C (Grisolia e Starling, 2001),e em peixes expostos
aos efluentes de uma refinaria de petroleo(Cavas e Ergene-GoOzikara, 2005). Na espécie
Carassius auratus (peixe-dourado) expostos a tratamento de lixiviados de aterros de
residuos solidos foram registrados alta concentracdo de miconucleos em células branquiais
(Deguchi et al., 2007).

Além da frequéncia de micronucleos, a ocorréncia de alteragBes nucleares nos
eritrocitos também tem sido considerada um importante indicador de danos genotoxicos. As

alteracBes foram descritas inicialmente por (Carrasco et al., 1990) e classificadas como: 1)
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blebbed: pequena evaginagdo da membrana nuclear a qual parecer conter eucromatina ou
algumas vezes heterocromatina; 2) lobed: nicleo com evaginacdo maior do que a do
blebbed; 3) notched: apresenta fenda bem definida e profundo no nucleo; 4) nucleo
vacuolado; nucleo contendo um espaco vazio. Além dessas alteracdes, células binucleadas,
nucleos eightshaped que apresenta nucleos com formato de oito (Grisolia e Starling, 2001;
Furnus et al., 2014) e ainda nucleos budding. Este ultimo tem sido definido como estruturas
de DNA unidas ao nacleo por uma ponte citoplasméatica estreita e que sdo responsaveis
pela expulsdo de conteudo indesejavel de DNA podendo ser precursores de micronicleos
(Dutra et al., 2010).

Ayllbn e Garcia-Vazquez, (2001) observaram, além de micronucleos, alteracbes
nucleares em eritrécitos periféricos em truta induzidos por ciclofosfamida e mitomicina-c,
dois produtos com forte agcéo clastogénica. Alta incidéncia de micronucleos e alteragbes
nucleares também foram também observados em eritrécitos de tilapias de um rio
contaminado por efluentes de uma fabrica de transformacdo de xisto (Da Silva Souza e
Fontanetti, 2006). Além disso, aumento na frequéncia de alterages eritrociticas nucleares
em peixes expostos a agua do mar contaminada, tanto na exposi¢do na bioensaios quanto
in situ também foram observados (Van Ngan et al., 2007).

Outra ferramenta, a histologia, € também considerada sensivel para se diagnosticar
efeitos toxicos diretos e indiretos que afetem tecidos animal sendo assim um importante
bioindicador do impacto ambiental causado por agentes toxicos sobre os animais de uma
determinada fauna e, portanto, é utilizada em analises dos efeitos destes
compostos(Martinez e Souza, 2002; Albinati e Santos, 2009).

As alteracdes histopatolégicas podem ser uma importante ferramenta para avaliagéo
de mudancas bioquimicas e fisiol6gicas no organismo, podendo levar a formacao de lesdes
nas células, nos tecidos e nos érgaos (Hinton e E. Hendricks, 1992; Hinton e Laurén, 1990).
As células hepéticas tém vérias fungbes vitais, além da secre¢éo da bile e metabolismo de
xenobidticos. Em peixes, elas apresentam um importante papel no metabolismo das
proteinas, lipidios e carboidratos e, além disso, estdo envolvidas na hematopoiese e na
producdo de anticorpos durante o periodo larval dos peixes, sobretudo elas também servem
como local de estocagem para alguns nutrientes(Takashima e Hibiya, 1995; Paris-Palacios
et al., 2000).Na presenca de poluentes o figado pode desenvolver alteragfes histoldgicas
nos hepatdcitos que podem ser usadas para 0 monitoramento de efeitos descontaminantes
(Fanta et al., 2003; Thophon et al., 2003). O citoplasma das células hepéticas apresenta
aspecto variavel, dependendo do estado nutricional do individuo. Quando este se encontra
bem alimentado, os hepatécitos armazenam quantidades significativas de glicogénio e
processam grandes quantidades de lipidios (Takashima e Hibiya, 1995). O metabolismo do

glicogénio esté vinculado as necessidades de carboidratos de todo o organismo.
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Em funcdo do crescimento exponencial da populacdo humana, faz-se necessario
também um aumento na producdo de alimentos e nesse sentido, os agrotoxicos tém sido
muito utilizados, provocando fenbmenos como: eroséo, desertificacdo, assoreamento dos
rios e envenenamento de solos e cursos d’agua (Oliveira-Silva et al., 2003). O impacto dos
agrotoxicos na saude humana e na qualidade ambiental é preocupante, mesmo que a
exposicdo seja pequena, podendo acarretar efeitos negativos, além de trazer problemas
para a prépria exploragdo agricola(Castro et al., 2004). Um dos agrotoxicos utilizados na
agricultura € o Dormex®, cujo componente principal é a cianamida hidrogenada (H,CN,)-
CH). Este composto tem como principio atuar como regulador vegetal resultando na
aceleracdo da dorméncia das gemas de plantas deciduas, como macda, améndoa, figo, uva,
péssego, caqui e ameixa. Este € usado na pulverizacdo sobre as gemas em doses que
podem variar em fungdo do local, cultivar, vigor da planta, somatorio de horas de frio
acumulado e na época de poda e estigio de dorméncia das gemas (Cruz Junior e Ayub,
2002). A cianamida, em altas concentracdes pode ser letal nas plantas ou quando aplicada
em estdgio fisiolégico inadequado. Tanto a espécie como o cultivar (genétipo), seu estado
nutricional, modo de aplicagéo e condi¢bes climaticas podem influenciar no sucesso do uso
da cianamida hidrogenada (Miele, 1991).

A Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA) classifica o Dormex® (490g L™ de H,CN,)
como a mais alta categoria de toxicidade devido aos seus efeitos corrosivos na pele e nos
olhos. De acordo com o Ministério da Agricultura, se o ser humano tiver contato com o
produto pode provocar ulceragdes nos olhos, pele e trato respiratério, causando a sindrome
de acetaldeido que ocasiona vémito, hiperatividade parassimpatica, dispnéia, hipotenséo e
desorientacao(Settimi, 2005)ou se injerido (autoenvenenamento) pode levar os individuos a
morte(Sheshadri et al., 2011). As propriedades quimicas e caracterizacdo dos riscos da
cianamida hidrogenada (Dormex®) foram apresentadas em um documento do
Departamento de Regulagdo de Pesticidas (Medical Toxicology and Worker Health and
SafetyBranches, Department, California Environmental Protection Agency, 1993). Neste
documento sdo apresentados os resultados de testes de toxicidade, aguda, crbnica e sub-
cronica, genotoxicidade, ocongenotoxicidade, dentre outros, utilizando-se animais (ratos,
cachorros). Uma das conclusGes quanto a genotoxicidade deste composto é que 0 mesmo
causou aberra¢des cromossdmicas em células de Hamster chinés in vitro, porém, ndo foram
observados microndcleos in vivo. Portanto, os autores concluiram que o potencial
genotdxico da cianamida hidrogenada neste caso € ambiguo. O destino final do agrotéxico
Dormex® no ambiente com relacdo a sua duracdo é varidvel: a meia-vida fotoliticada
cianamidade hidrogénio emsolucaoaquosa é de 29 dias, em pH 5, e 39dias em pH 7. Em
condicbes aerbdbicas, a meia-vidade cianamidaem solo arenoso é de

aproximadamentel/2dia e sob condi¢cdes anaerdbicas, sua meia-vida no solo é de 35dias.
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Nas condi¢Ges de uso no campo, a meia-vidada cianamidahidrogenada variouentre 10 e 15
dias, sendo que ndo foram detectados residuosnas plantagbes de uvastratadas com este
composto, sugerindo que esta é rapidamentedegradada e consideram improvavel que nao
persista como um contaminantedo ambiente (Cochran e T. B. Miller, 1993).

Assim, o presente estudo tem como objetivo principal avaliar danos celulares em
hepatdcitos e eritrécitos de peixes causados pelo agrotoxico Dormex®. Esse produto,
quando aplicado sobre os campos de cultivo, pode atingir os corpos d'agua diretamente,
através da 4gua da chuva e da irrigacdo, ou indiretamente através da percolacdo no solo,
chegando aos lencéis freaticos. Quando lancadas no ambiente aquatico, as substancias
oriundas das atividades agricolas sdo capazes de interagir com o organismo vivo, causando
multiplas alteracdes que podem gerar graves desequilibrios ecolégicos, dependendo do
grau de contaminacdo e do tempo de exposi¢cdo. Dessa forma, avaliou-se o efeito do
agrotoxico Dormex® em espécimes de Astyanax altiparanae submetendo os animais a
exposicdo em aquarios contaminados, usando diferentes concentracbes e tempo para
avaliacdo de alteracdes histopatologicas em figado, nucleares e presencga de micronucleos
em eritrécitos. O conhecimento do potencial citogenotéxico deste composto é uma
informacédo essencial para as agéncias regulatorias, no que se refere ao estabelecimento de
riscos para o homem e o ambiente.

Esse produto, quando aplicado sobre os campos de cultivo, podem atingir os corpos
d'agua diretamente, através da agua da chuva e da irrigacdo, ou indiretamente através da
percolacéo no solo, chegando aos lencéis freaticos. Quando lancadas no ambiente aquatico,
as substancias oriundas das atividades agricolas sdo capazes de interagir com 0 organismo
vivo, causando multiplas alteracbes que podem gerar graves desequilibrios ecolégicos,

dependendo do grau de contaminacao e do tempo de exposicéo.

Il - MATERIAL E METODOS

[I.1- Obtencéo dos peixes

Os espécimes de Astyanax altiparanae foram obtidos comercialmente em lojas
especializadas em lojas de “iscas vivas” para pesca da cidade de Paranavai- PR. Os
animais foram transportados em caixas de isopor contendo 4gua e aeracdo adequada para
o biotério de peixes localizado no bloco G-90, sala 18A (UEM-DBC, cadastrado no CIUCA),
e mantidos em aquarios aerados, permanecendo em temperatura e luminosidade ambiente,
e alimentados com racdo especifica para peixes de pequeno porte até os procedimentos

experimentais. Os animais apresentaram um peso médio de 11g.
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Os animais foram identificados pela Prof2. Dr2 Carla Simone Pavanelli, Curadora da
Colecdo Ictiologica, NUPELIA, Departamento de Biologia, Universidade Estadual de
Maringa.

I1.2- Herbicida Experimental

Dormex® é um agrotdxico da classe cianamida produzido pela Degussa AG
(Alemanha) e registrado pela BASF S.A., Sdo Bernardo do Campo (SP). Este agrotdxico
possui registro no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento/MAPA com n°® 001095
e é composto de cianamida hidrogenada na concentracdo de 520g/L (52,0%) e 545 g/L de
outros ingredientes (54,5%). Sua férmula e componentes podem ser encontrados em

www.agro.basf.com.br/agr/ms/apbrazil/pt.../Dormex/DORMEX.pdf ).

Para nosso experimento a solu¢cdo Dormex® foi obtida comercialmente e inicialmente
testada em concentragfes subletais, estabelecendo-se 0,05ml, 0,2ml e 0,5ml para cada 10L

de agua correspondente a capacidade dos aquarios.

[1.3- Tratamento dos animais

Antes do inicio dos tratamentos, os peixes foram aclimatados por 7-10 dias em
agua desclorada em aquario de vidro (10 L), na relacdo de massa do organismo/volume de
agua de 1 g/L e alimentados com ragao comercial duas vezes ao dia (pela manha e ao final
da tarde) até 24 horas antes do inicio do experimento. Neste estudo foi realizado um ensaio
semi-estatico onde o0s organismos eram expostos com renovagado da solugao a cada 24h,

devido a instabilidade do Dormex® em agua.

Um total de 65 exemplares de Astyanax altiparanae foi utilizado neste estudo
sendo 40 animais para teste do microndcelos e alteracdes morfolégicas nucleares em
eritrocitos e 25 para andlise morfoquantitativa de figado através de cortes histoldgicos. Os

animais foram distribuidos em grupos conforme dispostos na Tabela 1.


http://www.agro.basf.com.br/agr/ms/apbrazil/pt.../Dormex/DORMEX.pdf
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Tabela 1. Grupos experimentais de acordo com o tempo de exposicdo e concentracdo de
Dormex® para andlise de micronucleos. Para cada individuo foram analisadas 2000 células.

Grupo/n° de | Concentracdo do | Tempo de
individuos Dormex® (mI/10L) exposicao
(H)
1(4) Controle 24
24
48
2(12) 0,05 72
24
48
3(12) 0,1 72
24
48
4(12) 0,5 72

Apos o periodo de aclimatagéo, cada animal retirado do aquério foi banhado em solugéo
anestésica 6leo de cravo/eugenol e aplicados conforme instrugdes em INOUE E MORAES
(2007). Os animais foram manipulados somente apds nao responder a nenhum estimulo
fisico denotando morte por superdosagem de anestésico. Apds a anestesia realizou-se uma
puncdo na veia caudal de cada peixes e com uma seringa de vidro ressuspendeu-se o0
sangue gotejando-o em uma lamina fazendo-se um esfregago para analise de microndcleos
e de alteracdo morfologica nuclear. Em seguida os animais foram dissecados para retirada
dos 6rgaos, gbnadas (para identificacdo do sexo) e figado para analise histolégica. Apos
estes procedimentos, os animais foram fixados em alcool 95%L, protocolados com numero,
sexo e procedéncia sendo parte tombada no acervo do laboratério da Universidade Estadual
de Maringd — UEM/NUPELIA como testemunho e os demais acondicionados em frascos de

vidro com &lcool absoluto ou comercial.

[l.4- Andlise de micronudcleos
Para analise dos micronucleos (MN) foi empregada a técnica descrita por Heddle
(1973), sendo coletado o sangue do peixe da veia caudal, através de uma puncéo e feito o
esfregaco em laminas. As laminas foram coradas com Giemsa 5% e analisada em
microscopia 6ptica, sendo contados 2000 eritrocitos por peixe. As alteracdes morfoldgicas
nucleares que nao se enquadram como microndcleo também foram analisadas.
As alteragBes morfologicas nucleares (AMN) foram classificadas de acordo com

Carrasco et al. (1990) como: blebbed: pequena evaginacdo da membrana nuclear;- lobed:



19

nucleo com evaginacao maior do que a do blebbed; -notched: apresenta fenda bem definid
e profundo no nucleo. Outra forma observada foi adicionada conforme descricdo de GNA et
al. (2014): eightshaped que apresenta nucleos com formato de oito.

[1.5- Andlise Histoldgica

Para anadlise histolégica foram estabelecidos 5 grupos, sendo 5 peixes/aquario
contendo 10 litros de agua cada. Os aquarios dos grupos controle (grupo 1) foram
preenchidos apenas com agua desclorada (solucdo Anticlor), enquanto os aquarios dos
grupos experimentais foram preenchidos com agua e solucdo Dormex® nas concentracdes
de 0,05ml/24h (grupo 2) 0,05ml/48h (grupo 3); 0,5 mI/10L nos tempos de 24 e 48h (grupos
4 e 5, respectivamente).

Apés a eutanasia, amostras de figado foram lavadas em solugéo salina 0,9% e
fixadas em solucdo aquosa de Bouin durante 6 horas. Este material foi avaliado sob a
objetiva de 40X em microscéopio Leica DM2000 e os principais aspetos morfolégicos dos
hepatdcitos foram analisados, como Densidade de hepatdcitos, analise morfométrica celular
e nuclear de hepatdcitos. Para a quantificacdo foram contados hepatécitos em 50 imagens
/animal capturadas em objetiva de 40x para o célculo da densidade (célulasicm?). A
morfometria foi realizada através da medicdo da é&rea celular e nuclear de 200
hepatdcitos/animal de imagens obtidas em objetiva de 100X, sendo os resultados expressos
em um?®. As andlises foram realizadas com auxilio do software Image Pro-Plus.(Behmer et
al., 1976), sendo posteriormente armazenadas em alcool 70°. Para o processamento
histolégico, o material foi desidratado em série crescente de alcoois (80%, 90% e 100%),
diafanizado em xilol e incluido em parafina. Foram obtidos cortes transversais semi-seriados
de 6um de espessura, com auxilio de micréotomo rotativo LEICA no Laboratério de
Histotécnica Animal do Departamento de Morfologia da Universidade Estadual de Maringa.
As laminas foram coradas pelo método Hematoxilina-Eosina — H&E (Behmer et al., 1976)

Os cortes foram corados com Hematoxilina-Eosina segundo Becgak e Paulete (1976).

Os resultados obtidos foram avaliados quanto a sua normalidade pelos testes
Komogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk. Dados paramétricos foram submetidos ao teste One-
way ANOVA e pos-teste de Tukey e para os dados ndo-paramétricos foi utilizado o teste

Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunn’s.
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[1.6- Analise das heméacias

Para andlise dos eritrécitos, a partir de sangue extraido da veia caudal, foram
utilizados 40 animais sendo distribuidos quatro peixes/aquario contendo 10L de agua e
estabelecendo-se quatro grupos: 1 (controle, cujo aqudrio continha somente agua de
clorada e monitorado 24h); 2 (concentracdo 0,05ml/10L); 3 (concentracdo 0,1ml/10L) e 4
(concentracdo 0,5m/10L). Para cada concentracao, os peixes foram expostos durante 24h,
48h e 72h. Para os estudos histolégicos foram utilizados 25 animais expostos as mesmas
concentracdes com tempos de exposicao de 24h e 48h para cada tratamento. Amostras de
figado foram retiradas apOs eutanasia dos animais e processadas conforme métodos
histologicos rotineiros (Behmer et al., 1976) e corados com hematoxilina e eosina segundo
Paulete & Becak (Becak e Paulete, 1976). Foram obtidos cortes transversais semi-seriados
de 6um de espessura, com auxilio de micrétomo rotativo LEICA no Laboratério de
Histotécnica Animal do Departamento de Morfologia da Universidade Estadual de Maringa.
Os dados histoldgicos foram avaliados quanto a sua normalidade pelos testes Komogorov-
Smirnov e Shapiro-Wilk. Dados paramétricos foram submetidos ao teste One-way ANOVA e
pos-teste de Tukey e para os dados ndo-paramétricos foi utilizado o teste Kruskal-Wallis e
pés-teste de Dunn’s.

3 Resultados

Teste de micronucleos e alterag6es morfoldgicas nucleares em eritrocitos

A analise dos eritrécitos dos peixes revelou diferentes tipos de alteracfes
morfolégicas nucleares e ocorréncia de microndcleos quando expostos as diferentes
concentracdes de solucdo de Dormex®. Estes dados estdo representados na Tabela 2 e
Figura 1. Com relacdo a presenca de micronucleos, observa-se uma maior freqiiéncia nos
trés tratamentos (0,05, 01 e 0,5 ml/10L) no periodo de exposi¢cédo de 48h (Figura 1b, Tabela
2) e quanto as alteragbes morfolégicas nucleares, considerando o numero total de
alteracBes/tempo de exposicdo e frequéncia (%), diferentes tipos de alteragBes ocorreram
em todas as concentracbes e tempos de exposicdo, incluindo o controle. Entretanto,
observa-se uma frequiéncia diferenciada quanto ao tipo de alteracdo sendo notched e

eightshaped as mais frequentes (Tabela 2).
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Figura 1: Eritrécitos maduros de Astyanax altiparanae. a) Nucleo normal; (b) Micronucleo,
seta; (c) Eightshaped,; (d) Notched; (e) Blebbed; (f) Lobed; Coloracdo: Giemsa 10%;
Aumento: 1000x.

Tabela 4. Frequéncia de alteracbes morfolégicas nucleares induzidas pelo Dormex® em
concentracdes e tempos de exposicdo distintos calculada com base em 2000
células/individuo.

Nimero de células e frequéncia média das Total/
alteracdes nucleares (%) alteracio
Alteracoes Concentracdes (ml/10L) e tempo de exposicio (H) nuclear
nucleares
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Controle 0,05 0.1 0.5
24 24 48 72 24 48 72 24 48 72
Micronficleo 0 0 1 0 1 0 1 1 2 1 7
Notched 0 1 0 3 4 0 8 0 2 3 30
Eightshaped 0 0 0 3 5 0 0 0 5 6 19
Blebbed 0 0 0 0 0 0 0 0 1 4 5
Lobed 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 2
Total 1 2 1 6 10 9 9 1 10 14 63
% 0,05 [0 (005 (03) [(035) (045 (045 |(0,05 (0,5 (0.7 | (3.1)

Analise Histoldgica

3.1- Densidade de Hepatécitos

Os peixes quando expostos a solucao de Dormex® na concentracédo de 0,5ml/10L
demonstraram reducdo na densidade de hepatdcitos (p < 0,05) quando comparado aos
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demais grupos analisados, independente do tempo avaliado. A concentracédo de 0,05mi/10l
nao alterou este parametro (Figura 2).

3.2- Analise morfométrica celular e nuclear de hepatdcitos

A exposi¢cdo ao Dormex® na concentracdo de 0,5 (ml/L) causou aumento na area
média celular e nuclear de hepatdcitos (p < 0,05) quando comparado aos demais grupos
analisados, independente do tempo avaliado. A concentracdo de 0,05 (ml/L) causou

aumento da area nuclear em relacéo ao grupo controle (Figura 2).

3.3 Altera¢gbes morfologicas nucleares

A exposicdo ao Dormex® nas diversas concentragbes promoveu resultados

significativos conforme apresentados na Tabela 4 e Figura 2.
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Figura 2: (A,C,E) Hepat6citos de Astyanax altiparanae apoés tratamentos com diferentes
concentracdes de Dormex®. (B, D, F); valores médios de densidade e morfologia celular e

nuclear dos hepatdcitos; (A) controle; (C) Hepatécitos apOs exposicao na concentracédo de

0,05ml/10L; note uma reducdo de hepatdcitos nos grupos de maior concentracao

independente do tempo; D. Hipertrofia celular nos grupos de maior concentracdo

independente do tempo. E. Hepatdcitos apds exposicdo na concentracdo de 0,5ml/10L; F.

hipertrofia nuclear nos grupos de maior concentracdo independente do tempo; Coloracéo:

HE. Calibracdo: 20p.
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4 Discussao

Os dados obtidos no presente estudo revelaram que a presencga de agrotoxicos na
agua, até mesmo em baixas concentra¢des, como no caso do agrotoxico Dormex®, podem
causar danos aos tecidos dos peixes. As concentragdes utilizadas correspondem as doses
subletais permitindo a sobrevivéncia do animal nos aquérios durante o periodo do
experimento e ainda, diluidas em 10 litros de agua resultando em uma concentragdo bem
baixa. Contudo, no ambiente a concentracdo de herbicidas, fluindo para as aguas de rios,
riachos e/ou coérregos préximos aos locais de pulverizacdo das plantacdes pode ser maior
na época da aplicacdo dos mesmos. De acordo com Cochran et al., (1993) (Cochran e T. B.
Miller, 1993), em condi¢cbes aerbbicas, a meia-vida da cianamida em solo arenoso € de
aproximadamente 1/2 dia e sob condi¢des anaerdbicas, sua meia-vida no solo é de 35 dias.
No presente estudo os peixes foram submetidos as diferentes concentragdes e tempos da
solucdo de Dormex®, resultando no total de 63 alteragbes (presenca de microndcleos e
alterac6es morfoldgicas nucleares) sugerindo assim sua genotoxicidade.

O ensaio de micronucleos tem se mostrado como uma técnica simples e rapida na
deteccdo de impactos genotéxicos em organismos, apoiado no fato de que a formacédo
espontanea de micronucleos € baixa e quase uniforme entre as espécies, sendo indicado
para triagens de rotina e monitoramentos ambientais (Siu et al., 2004). Seu uso tem sido
indicado para avaliacdo de ambientes contendo contaminantes genotdxicos, como 0s
produtos quimicos derivados de emissdes industriais, empregando-se diversas espécies de
peixes: Ictalurus punctatus, Esox lucius e Oreochromis niloticus (Sugg et al., 1996; Ilyinskikh
et al., 1998; Mahrous et al., 2015). Em outro estudo, envolvendo peixes em rios proximos de
mineradoras de carvao, Talukdar et al. ( 2016) (Talukdar et al., 2016) registraram danos ao
DNA através do teste de micronucleo, teste do cometa e aberrac6es cromossémicas devido
a presenca de altas concentracdes de sulfato e ferro nas aguas dos locais amostrados.

A analise dos eritrécitos dos individuos de Astyanax altiparanae revelou uma baixa
freqéncia de micronlcleos (total de células com 1 micronlcleo = 7, Tabela 2), como
verificado em alguns estudos. Em uma andlise mutagénica com espécimes de Astyanax
altiparanae, Disner et. al. (2011) observaram uma baixa freqiéncia de microndcleos e de
aberracdes cromossdmicas nos animais expostos ao herbicida Roundup® (glifosato) mesmo
usando diferentes concentragdes e tempos de exposicdo. Em outra analise, uma avaliacao
comparativa da acdo genotdxica dos herbicidas Roundup®, Stomp (dinitroaline) e Reglone
(Diquat), Dimitrov et al.(2006) (Dimitrov et al., 2006), utilizando como organismos modelos a
planta Crepis capillaris L. (meristema de raizes) e medula 6ssea de rato encontraram
respostas diferenciadas quanto aos efeitos dos herbicidas (frequéncia de aberracdes

cromossdmicos bem como de micronucleos) por estes organismos; o Roundup® néo
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induziu aberragBes cromossdmicas e micronucleos em ambos testes, contudo o Diquat e 0
Stomp induziram aumento da frequéncia de microndcleos nas células de ambos
organismos. Segundo o0s autores as respostas diferenciadas entre animais e plantas as
exposi¢cdes aos herbicidas podem ser devidas as diferencas na biossintese de metabdlitos
genotdxicos (no caso de células animais) e também pela ruptura do fuso mitético como
evidenciado em plantas. A baixa frequencia de micronicleos nos espécimes de A.
altiparanae, pode estar relacionada a baixa concentragéo da cianamida nos tratamentos n&o
sendo suficiente em tempo e concentracao para formacgado de micronucleos.

De acordo com Klingerman (1982) danos cromossdmicos representados como
formacdo de microndcleos resultam da reparacdo ineficiente do DNA sendo expressa
durante a divisdo celular e constitui um indice de agentes genotdxicos acumulados. Esta
variagado significativa poderia ser atribuida a toxicocinética do poluente e a velocidade do
ciclo hematopoiético das espécies de peixes. Neste contexto, a auséncia de microndcleo
observada nesse trabalho pode também refletir um metabolismo mais rapido diante da
temperatura da 4gua, o que poderia ter mascarado o efeito do Dormex® nessa variavel.

Efeitos citotdéxicos da cianamida hidrogenada em peixes sdo basicamente
desconhecidos, contudo, estes efeitos foram testados em exemplares de Astyanax
altiparanae com tempos de exposicdo e concentracao variaveis, resultando em aberracdes
cromossdmicas como quebras cromatidicas e diferentes tipos de alteracdes morfolégicas
nas branquais como fusédo lamelar, hiperplasia e telangectasia (aneurisma lamelar) (Lemos,
2016). Os efeitos citotoxicos da cinamida hidrogenada foi também avaliado em raizes de
Allium cepa L. sendo observadas diversas alteragbes como redugcdo do comprimento das
raizes, reducdo das células mitéticas, inibicdo da proliferacdo de células meristematicas e
ciclo celular, e ainda modificagdes no arranjo do citoesqueleto (Soltys et al., 2011).

Devido ao fato dos peixes apresentarem eritrocitos nucleados, as alteracdes na
morfologia do nucleo podem ser também um excelente bioindicador de poluicdo ambiental.
Além de alta incidéncia de micronudcleos, alteragdes morfolégicas nucleares em eritrocitos
de peixes sdo também consideradas importantes biomarcadores de citogenotoxicidade.
Estas alteracfes tém sido registradas em estudos com exposi¢cao dos peixes aos herbicidas
(Cavas e Koénen, 2007; Disner, 2011) metais pesados (Ferraro et al., 2004), poluentes
ambientais (Grisolia et al., 2009), dentre outros. Dentre os quatro tipos de alteracbes
observadas no presente estudo, as mais frequentes foram dos tipos notched e eighshaped
(Tabela 2), principalmente nos tratamentos dos grupos 2 e 3, e em maior tempo de
exposicdo (48 e 72h). Vérios fatores podem contribuir para formagdo de anomalias
morfolégicas dos eritrocitos de peixes quando expostos as substancias toxicas. De acordo
com Ateeq et al. (2002) agentes téxicos podem causar condicées de hipdxia nas células

resultando na depressao de ATP o que levaria as mudancas na forma dos eritrdcitos.
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Anomalias dos tipos notched e células binucleadas tém sido atribuidas a ocorréncia de
aneuploidias devido falhas nos fuso mitético e, além disso, estes agentes podem penetrar
nas membranas dos eritrocitos causando perturbacdes na bicamada lipidica resultando em
células vacuoladas e equinociticas (Ateeq et al., 2002).

A significativa reducdo na densidade de hepat6citos nos diversos tempos com
concentracdo de 0,5 indica o potencial genotoxico do Dormex® em peixes de agua doce,
bem como o possivel valor da espécie Astyanax altiparanae para esta avaliacao.
Degeneracdo em hepatécitos de peixes também foi observada quando expostos ao
inseticida Proporxur (Gul et al., 2012). Em outro estudo, ratos alimentados com racéo
contendo 0,1% de bifenispoliclorados (PCBs) durante uma semana apresentaram alteracfes
estruturais e degenerativas das células hepaticas (Allen e Abrahamson, 1973).

(Ramirez-Duarte et al.,, 2008) avaliaram a toxicidade aguda e as alteracdes
histopatologicas induzidas pelo glifosato -N (fosfometil) glicina, na formulagédo Roundup® em
juvenis de pirapitinga (Piaractus brachypomus) expostos durante 96 horas. A concentracao
letal 50 foi de 97.47mg. L™ (P<0.05). Nas branquias foram achadas lesées proliferativas e
necroticas. No figado foi observada congestdo, processos degenerativos, gotas hialinas e
presenca de vacuolos lipidicos nos hepatdcitos. No estomago e na pele foi detectada
hiperplasia ligeira das células de moco. Nesta ultima, adicionalmente foi observado
engrossamento da epiderme com lesdes necroéticas, infiltracdo de células leucocitarias e
acumulacdo de melanina. No cérebro foram observados focos de degeneracédo de somas
neurais na regido do telencéfalo junto com glicose e infiltracdo de células granulais
eosinofilicas/células mast. Concluindo, as branquias, o figado, a pele e o cérebro sdo 6rgaos
suscetiveis ao Roundup®. Adicionalmente, os efeitos sobre o sistema nervoso central
poderiam reduzir a olfacdo nos peixes, tanto como o comportamento grupal e individual, a
performance reprodutivo e desta forma, repercutir no nivel populacional.

Segundo Cochran e T. B. Miller (1993) a cianamida de hidrogénio entrou no
processo de avaliacdo de risco devido a possiveis efeitos adversos identificados na
toxicidade sub-crénica, toxicidade cronica e estudos de oncogenicidade. O processo de
avaliagdo de risco consiste em quatro aspectos: identificacdo de perigos, avaliagdo de
resposta a dose, avaliagcdo de exposicao e caracterizacdo de risco. A identificacdo de perigo
implica a revis@o e avaliacdo das propriedades toxicoldgicas de cada pesticida. A avaliagéo
dose-resposta entdo considera as propriedades toxicolégicas e estima a quantidade que
potencialmente poderia causar um efeito adverso. A quantidade que n&o resultard em um
efeito ndo oncogénico observavel ou mensuravel € chamada de Nivel de efeito n&o
observado. Em geral, presume-se que os efeitos oncogénicos de um produto quimico
podem ocorrer em todas as dosagens. A capacidade de um produto quimico para causar

tumores é indicada pela sua poténcia.
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Em um estudo realizado por Samanta et al. (2016) os efeitos do herbicida baseado
em glifosato Excel Mera 71 em condi¢cdes de campo e laboratério foram investigados para
avaliar os sintomas patolégicos através de estudo microscépico de luz e elétron na branquia,
figado e rim de Heteropneustes fossilis (Bloch) por um periodo de 30 dias. Alteracbes
histologicas como hipertrofia e fusdo em lamelas secundarias, danos em células de cloreto
foram mais proeminentes em condi¢cdes de laboratdrio sob microscopia de luz. Alteractes
topoldgicas, como perda completa de micro saliéncias, inchaco nas branquias, foram
proeminentes no estudo microscopico eletrénico de varredura em condi¢cBes de laboratério.
O estudo de microscopia eletrbnica de transmissdo (TEM) revelou vacuolacdo e
degeneracdo em células de cloreto no epitélio branquial. O figado apresentou hepatdcitos
alargados, vacuolacdo, excesso de gordura e necrose em condigbes laboratoriais
ampliadas, enquanto que o0s nucleos acéntricos aumentados, o aumento do espaco
sinusoidal e menor vacuolag&o no citoplasma foi observado em condi¢ges de campo.

A area morfométrica citoplasmatica dos hepatdécitos nas concentragdes 0,5ml (24h) e
0,5ml (48h), aumentaram em 30,85% e em 31,31%, respectivamente nos peixes do grupo C
0,5 quando comparado aos dos demais grupos. Em outro estudo, também foi observado
hipertrofia de células hepaticas em ratos alimentados com racdo contendo 0,1% de
bifenispoliclorados (Kimbrough et al., 1972).

As alteracdes histopatolégicas podem ser uma importante ferramenta para avaliagdo
de mudancas bioquimicas e fisiol6gicas no organismo, podendo levar a formacao de lesdes
nas células, nos tecidos e nos 6rgaos (Hinton e E. Hendricks, 1992; Hinton e Laurén, 1990).

Em resumo, embora a frequéncia de micronucleos tenha sido relativamente baixa
nos peixes expostos as diferentes concentragdes de Dormex® comercial, entretanto, a
ocorréncia de diferentes tipos de alterac6es morfolégicas dos eritrécitos, sdo dados obtidos
neste estudo que sugerem genotoxicidade deste composto. Além disso, as alteracdes nos

hepatdcitos foram significativas e confirmaram os efeitos téxicos do Dormex®.
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