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RESUMO

A expansdo continua da producdo de polimeros sintéticos, especialmente plasticos, tem
resultado em maior disponibilidade desses materiais no ambiente. O manejo e descarte
inadequado dos residuos plasticos em corpos hidricos contribuem significativamente para o
aumento da concentracao de microplasticos (MPs) — particulas poliméricas com dimensdes
reduzidas — em diferentes compartimentos aqudaticos, incluindo lagos, rios e ambientes
marinhos. Essa dindmica favorece a exposicdo direta de organismos aquaticos a tais
contaminantes, potencializando riscos ecotoxicolégicos associados. Esse estudo teve como
objetivo avaliar os efeitos causados no DNA dos nlcleos eritrocitarios em Astyanax lacustris,
expostos a microplastico de polietileno (MP-PE). Espécimes (n = 24) de A. lacustris, foram
expostos a diferentes concentragfes de MP-PE (controle, 15, 30 e 60 mg/L) por 10 dias. Ao
final deste periodo, o sangue foi colhido para analise do ensaio do Cometa e os nucleos
eritrocitarios foram avaliados qualitativamente (graus de alteragfes) e quantitativamente (%
de DNA na cauda do cometa), além da andlise da morfometria nuclear acompanhada do teste
do microndcleo associado as anormalidades nucleares. O aumento da concentracdo de MP-
PE resultou em niveis mais elevados de danos ao material genético. Todos os graus de
alteracfes nucleares foram observados a partir de 30 mg/L de exposicéo. Grau 3 foi superior
nos espécimes expostos a 60 mg/L. O percentual de DNA (rastro) na cauda do cometa
também foi superior em todas as concentra¢des, com destaque para 15 mg/L. Houve também
alteracdes significativas da compactacdo da cromatina e area nuclear e a observacdo de
alteracbes nucleares. Nossos resultados demonstram que as concentracbes estudadas
causam genotoxicidade e citotoxicidade em peixes expostos e podem ser nocivas a qualidade

do ecossistema aquatico.
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ABSTRACT

The continuous expansion of synthetic polymer production, especially plastics, has resulted in
greater availability of these materials in the environment. Improper management and disposal
of plastic waste in water bodies contributes significantly to the increase in the concentration of
microplastics (MPs) —small polymer particles—in different aquatic compartments, including
lakes, rivers, and marine environments. This dynamic favors the direct exposure of aquatic
organisms to such contaminants, increasing the associated ecotoxicological risks. This study
aimed to evaluate the effects on the DNA of erythrocyte nuclei in Astyanax lacustris exposed
to polyethylene microplastics (MP-PE). Specimens (n = 24) of A. lacustris were exposed to
different concentrations of MP-PE (control, 15, 30, and 60 mg/L) for 10 days. At the end of this
period, blood was collected for Comet assay analysis, and erythrocyte nuclei were evaluated
qualitatively (degrees of alteration) and quantitatively (% of DNA in the comet tail), in addition
to nuclear morphometry analysis accompanied by the micronucleus test associated with
nuclear abnormalities. The increase in MP-PE concentration resulted in higher levels of
damage to genetic material. All degrees of nuclear changes were observed from 30 mg/L
exposure. Grade 3 was higher in specimens exposed to 60 mg/L. The percentage of DNA
(trail) in the comet tail was also higher at all concentrations, especially at 15 mg/L. There were
also significant changes in chromatin compaction and nuclear area, and nuclear alterations
were observed. Our results demonstrate that the concentrations studied cause genotoxicity

and cytotoxicity in exposed fish and may be harmful to the quality of the aquatic ecosystem.

Key-words: fish, genotoxicity, nucleometry, environmental pollution
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1 INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas tém-se observado um aumento expressivo na producdo de
plastico ao redor do planeta, isso porque, esse material pode ser utilizado em diversas areas
industriais por possuir um baixo custo de producdo e facil processamento, pela sua
capacidade de resistir a agua e o seu grau de confianca pelos produtores e consumidores,
sendo o continente asiatico o principal fabricante de plastico no mundo (Sonke et al., 2025).
O consumismo exacerbado dos ultimos anos também tem contribuido para a fabricagdo em
larga escala desse produto, ja que o plastico estd presente em embalagens, em automoveis,
em dispositivos elétricos e também na agricultura, com isso, pode-se dizer que o mundo esta
passando pela chamada “era do plastico” (Khan et al., 2024).

Os microplasticos (MPs) sdo constituidos por diferentes tipos de polimeros, que de
acordo com a IUPAC (Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada), podem ou n&do conter
outros materiais na sua composicao, além de ser um material muito versatil. O polimero mais
utilizado é do tipo polietileno (PE) por conta da praticidade, facil processamento e pela alta
resisténcia quimica (Souza et al., 2024). Os residuos desses polimeros sdo encontrados em
formas e tamanhos variados, e podem estar presentes como fragmentos, fibras, esferas, etc.
Geralmente em corpos aquaticos, sdo encontrados residuos com menos de 5 milimetros de
comprimento (Vargas et al., 2022). Esse material, tem sido encontrado em diversos
ambientes no planeta, como em montanhas, ambientes aquaticos e regides polares desde a
década de 70, uma época bem distante da primeira vez que o termo microplastico foi usado
para determinar fragmentos de plastico por Thompson et al. em 2004 (Sulaiman et al., 2023).
Os microplasticos de polietileno sdo os mais produzidos pelas industrias e também o com
maior indice de presenca em ecossistemas marinhos e, nesse ambiente, a sua ocorréncia
tem relacdo com diversas altera¢des na biota (Teng et al., 2021).

Os MPs podem ser classificados em duas categorias. A primeira é aquela que designa
0s MPs produzidos a fim de compor outros tipos de materiais e possuem formas e tamanhos
estabelecidos no momento de sua fabricagdo, incluindo medicamentos, embalagens, entre
outros. A segunda classificacéo, refere-se aos MPs gerados no momento em que ocorrem 0s
processos de decomposicdo e fragmentacdo destes produtos. Isso ocorre pela degradacéo
proveniente do proprio ambiente, como o impacto fisico causado pelas ondas e a exposicdo
a radiacao ultravioleta. Os fragmentos provenientes desses polimeros, tanto os primarios
como 0s secundarios, se comportam no ambiente de forma semelhante e por essa razao, ha
uma dificuldade de separa-los na identificacao (Vargas et al., 2022). A grande quantidade de
plastico que vem sendo produzida nos ultimos anos, e o descarte de produtos feitos com esse
material, tem contribuido para a contaminagcdo de corpos aquaticos e de todo o seu

ecossistema (Yu et al., 2023).



Os MPs podem ser ingeridos pelos diferentes grupos de animais aquaticos de forma
intencional ou acidental, a partir de uma série de fatores como sua flutuabilidade, coloracéo e
por serem muito semelhantes a alimentos. A presenca de MPs de diferentes tamanhos pode
ser encontrada em animais aquaticos, principalmente nos peixes, especialmente em espécies
onivoras ou predadoras, devido a sua permeabilidade pelas membranas biolégicas desses
organismos (lheanacho; Odo, 2020). Esses polimeros possuem capacidade de se acumular
no organismo dos animais aquaticos potencializando danos fisiologicos. Essa acumulacéo,
pode ocorrer pela ingestdo ou pela respiracdo através das branquias, onde o MP pode se fixar
aos filamentos lamelares, causando alteragfes estruturais afetando as trocas gasosas e a
osmorregulacdo organica, dessa forma a ingestdo de MPs, pode ocasionar problemas na
absorcao de nutrientes, processos inflamatérios endoteliais, além de alteracdes imunoldégicas,
hematolégicas e metabdlicas (Yu et al.,, 2023). Os MPs tém capacidade de se aderir na
membrana de células dos eritrocitos, causando hemdlise, a qual reduz os niveis de
hemoglobina. Esses fatores causam alteragcdes nos parametros hematoldgicos, afetando a
homeostase fisiologica, e consequentemente a salde de animais como 0s peixes, por essa
raz&o, a avaliagdo do impacto do MP nos indicadores hematologicos de peixes pode ser uma
alternativa para avaliar a salde desses animais e a qualidade da dgua no ambiente em que
estdo inseridos (Yu et al., 2023).

Nos ultimos anos, diversas metodologias tém sido desenvolvidas e aprimoradas para
a avaliacdo de danos na molécula de DNA, com especial destaque para aquelas capazes de
detectar alteragbes genéticas de forma sensivel e precisa. Tais técnicas sdo amplamente
aplicadas em diferentes areas da biologia, notadamente na toxicologia ambiental, onde
servem como ferramentas para o monitoramento da genotoxicidade em organismos expostos
a contaminantes (Cordelli et al., 2021; Jiang et al., 2023).

Entre essas metodologias, destaca-se o teste do cometa (single gel electrophoresis
assay ou comet assay), proposto originalmente por Singh et al. (1988). Basicamente, essa
técnica permite a visualizacdo e mensuracao das quebras na molécula de DNA em células
submetidas a um processo que envolve a sua lise por detergentes e sais, sob condicbes
alcalinas. Em seguida, as amostras, embebidas em gel de agarose, sdo submetidas a
eletroforese, etapa na qual fragmentos de DNA danificados migram em dire¢gdo ao anodo,
formando uma estrutura semelhante a um cometa (El Yamani et al.,, 2022). Ap6s a
neutralizacdo, as laminas sdo expostas a um corante fluorescente e analisadas em
microscopia de fluorescéncia, na qual a intensidade e o comprimento da cauda do cometa
refletem o grau do dano genético (Gajski et al., 2021).

O teste do cometa é amplamente empregado em estudos de biomonitoramento devido
a sua alta sensibilidade, baixo custo e aplicabilidade em diferentes tipos celulares. Células

com DNA integro permanecem predominantemente na regiao da “cabega” (nucleo celular) do
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cometa, enquanto aquelas que sofreram quebras apresentam migracdo de fragmentos em
direcdo a “cauda” (rastro) (Osipov et al., 2014). Os danos ao DNA podem resultar da
exposicdo a diversos agentes genotoxicos, como radiacao ultravioleta, poluentes quimicos e
compostos reativos, os quais podem induzir alteracdes irreversiveis associadas a reducado da
sobrevivéncia e do sucesso reprodutivo de diferentes espécies. Do ponto de vista bioldgico,
esses danos podem desencadear efeitos em cascata, comprometendo a integridade celular,
o funcionamento de Orgdos e, consequentemente, a capacidade de sobrevivéncia
populacional dos organismos afetados (Lee; Steinert, 2003).

Outra metodologia frequentemente utilizada para a deteccao de efeitos citotoxicos e
genotoxicos € o teste do micronudcleo, frequentemente associado a analise de anormalidades
nucleares. Esses biomarcadores tém se mostrado eficazes na avaliagdo do estresse celular
e da exposicdo a poluentes em ambientes aquaticos, apresentando como vantagens a
simplicidade de execuc¢édo, baixo custo e ampla aplicabilidade em diferentes espécies de
peixes. Além disso, o teste do micronlcleo destaca-se por seu potencial diagnéstico da
genotoxicidade de compostos ambientais, uma vez que as altera¢cfes nucleares observadas
constituem indicadores consistentes de danos citotéxicos e genotéxicos (Hussain et al., 2018).

Os peixes constituem um dos grupos de bioindicadores amplamente utilizados na
identificac@o e avaliagdo de riscos ambientais associados a contaminacdo por substancias
guimicas, dessa forma, sua relevancia decorre da capacidade de bioacumular e
biotransformar compostos téxicos presentes no ambiente aquatico, refletindo de forma
sensivel as condigbes de qualidade ambiental (Gajski et al., 2019). Além disso, por
apresentarem alta integragéo fisiolégica com o meio e respostas genotdxicas facilmente
detectaveis, 0s peixes se consolidaram como modelos experimentais centrais em estudos
ecotoxicolégicos. Nesse contexto, o ensaio cometa tem se destacado como uma das
principais ferramentas para a detecgdo de danos no DNA em diferentes tecidos de peixes
expostos a contaminantes ambientais. Nos Ultimos anos, aproximadamente 90 espécies
foram utilizadas em investigacdes que aplicaram esse método, sendo o sangue periférico o
principal material biolégico empregado na avaliacdo de danos genéticos induzidos por
agentes toxicos (Gajski et al., 2019). Assim, o uso de peixes como bioindicadores genotoxicos
representa uma abordagem consolidada e de alta sensibilidade para o monitoramento da
integridade ambiental dos ecossistemas aquaticos (Karlsson et al., 2023).

Astyanax lacustris (Lutken, 1875) (Teleostei: Characidae), popularmente conhecido
como lambari-do-rabo-amarelo, destaca-se como um excelente bioindicador ambiental em
razdo de sua ampla distribuicdo, plasticidade tréfica e elevada tolerédncia a diferentes
condi¢cBes ecoldgicas. Essa espécie, comumente encontrada em lagos, riachos e pequenos
rios, apresenta hébito onivoro e comportamento oportunista, caracteristicas que favorecem

sua adaptacdo a ambientes sob diferentes pressdes antropicas. Além disso, seu pequeno
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porte, rapido crescimento e facil manejo em laboratério fazem do A. lacustris um organismo
modelo amplamente utilizado em experimentos ecotoxicolégicos (Gnocchi et al., 2023). Os
efeitos dos MPs em organismos aquaticos, como 0s peixes, tendem a impactar a cadeia
tréfica, ameacando os ecossistemas e, consequentemente, a salde ambiental, animal e
humana. Isso ocorre por meio de mecanismos de contato direto ou indireto, variando conforme
as concentracdes de MPs presentes no meio ambiente e suas propriedades. Dessa forma,
acredita-se que a ampla dispersdo desse poluente e sua capacidade de contaminar sistemas
naturais podem afetar tanto o equilibrio ambiental quanto a sadde publica (Prata et al., 2021).
Portanto, a avaliagdo dos impactos causados por MPs sobre organismos aquaticos
tem se tornado uma prioridade cientifica, dado o potencial desses contaminantes em afetar a
integridade dos ecossistemas e a biodiversidade. Para que estudos dessa natureza fornecam
resultados robustos e comparaveis, é fundamental a ado¢édo de metodologias padronizadas e
reprodutiveis. A consisténcia experimental depende da definicdo criteriosa dos parametros
avaliados, das concentracoes testadas e do controle rigoroso das condi¢cdes ambientais, de
modo a reduzir interferéncias externas e contaminagdes cruzadas (de Ruijter et al., 2020).

2 OBJETIVO

Este estudo teve como principal objetivo avaliar a capacidade genotéxica e citotoxica
de microplastico de polietileno (MP-PE) no DNA das células eritrocitarias da espécie Astyanax
lacustris por meio do ensaio Cometa (single cell gel electrophoresis), morfometria e

anormalidades morfolégicas nucleares eritrocitarias.

3 MATERIAL E METODOS

Este ensaio esta vinculado ao projeto “Modelos experimentais para o estudo da
toxicidade em organismos aquaticos”, protocolo MPQME.110221, PROPP/UFMS, e do
subprojeto de mestrado vinculado ao PPG em Biologia Animal “Marcadores Bioquimicos e
Histopatologia Branquial em Lambari (Astyanax lacustris) expostos ao microplastico de
polietileno” da académica Sabrina Fuzer Gongalves do PPG em Biologia Animal, sob o
protocolo n. 1.343/2024 da CEUA/UFMS.

3.1 Local e conducédo do experimento

O experimento foi realizado no Laboratorio de Patologia Experimental (LAPEX)
localizado no Instituto de Biociéncias (INBIO), na Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul (UFMS). Antes do tratamento, os peixes foram aclimatados em aquarios de 5.000L com
renovacdo parcial de agua e sistema de aeracdo artificial com bombas de recirculacéo.

Juvenis machos e fémeas de Astyanax lacustris (n=24), com peso e comprimento médio de
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1,91 +0,66 g e 3,8 £2,91 cm, respectivamente, obtidos junto ao Bioparque Pantanal, foram
aleatoriamente distribuidos em quatro aquarios de 15L: Controle (n=6), 15 mg/L (n = 6), 30
mg/L (n = 6) e 60 mg/L (n = 6), por um periodo de 10 dias. Durante esse periodo, 0s peixes
foram alimentados diariamente e a agua dos aquarios era totalmente trocada a cada 48 horas.
Os peixes foram transferidos com o uso de um puca para 0s aguarios com agua limpa e apés
a limpeza dos aquérios dos tratamentos, retornavam com as concentracdes restabelecidas.
A agitagdo promovida pelas bombas de oxigénio instaladas nos aquarios manteve os MPs em
suspenséo, evitando sua sedimentacdo e assegurando condicdes homogéneas de exposicdo
para todos os individuos. Os MPs utilizados no experimento foram microesferas de polietileno
(MP-PE), comerciais, de coloracdo branca com tamanho médio de 94,33 £37,22 ym e com
pureza acima de 95%. Ao final de cada periodo, os espécimes foram eutanasiados para coleta
de sangue em solucgéo alcodlica de eugenol (450 mg/L) diluida em agua resfriada.

3.2 Ensaio do Cometa (single-cell gel electrophoresis)

Aliguotas de 5 pl de sangue colhidas imediatamente ap6s eutanasia foram diluidas em
250 ul de solugao soro bovino fetal ou HAM’s-F10 (Sigma-Aldrich). Esses contetdos foram
combinados a agarose de baixo ponto de fusdo (low melting agarose) a 37 °C, aplicando-se
105 pl em laminas de agarose previamente preparadas, apos isso, foram solidificadas. Em
seguida, essas laminas foram imersas em solugéo tampéo de lise: lise uso (Triton X — 100,
DMSO) + lise estoque (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA e 10 mM Trizma base) /4 °C/ 45 min.
Posteriormente foram imersas por 15 minutos em solu¢do com pH 13 (300 nM NaOH/1 mM
EDTA). Apos aplicacdo em campo eletroforético (25 V/ 300 mA/ 30 min.), as laminas foram
retiradas, submetidas a solucdo de neutralizacdo (pH 7,5/ 15 min.), posteriormente, apos
secarem em temperatura ambiente, foram fixadas com etanol P.A por 5 min e secas também
em temperatura ambiente, baseado em Tice et al. (2000).

Nucleos e rastros (cometas) foram analisados em microscopia de fluorescéncia (Leica
DMi8 — sistema LAS X) ap6s serem corados por brometo de etidio (Sigma-Adrich). A andlise
dos nucleos eritrocitarios foi realizada pelo OpenComet (plug in do software ImageJ -
www.rsbweb. nih.gov/ij/). Brevemente, 5 imagens (200x de magnitude) de cada lamina/peixe
foram capturadas, totalizando 300 ndcleos/peixe. Em cada nucleo, foram considerados as
variaveis: intensidade e comprimento do cometa e do nacleo (soma total de pixels), assim
como o percentual de DNA e o percentual de DNA na cauda (% de pixels totais), segundo
Gyori et al. (2014).
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3.3 Morfologia e morfometria nuclear eritrocitaria

Imediatamente ap6s a eutanasia, foram coletadas amostras do sangue obtidas por
seccdo peduncular que foram utilizadas na confeccdo de expansdes laminares. As laminas
com o esfregaco sanguineo foram fixadas em metanol, as extensdes foram coradas com o
corante Azul de Toluidina. O corante azul de toluidina foi utilizado para a coloracdo dos
ndcleos das células eritrocitarias, visto que é um considerado um corante metacromatico
acidofilico e tem grande compatibilidade pelos &cidos nucleicos, ou seja, pode se ligar a
moléculas como o DNA (Sridharan; Shanka, 2012). Para a analise da morfometria nuclear
foram realizadas capturas digitalmente de 5 imagens (RGB 4096 x 3286 pixels) em magnitude
de 1000x de cada extensao sanguinea no sistema Optican LOPT14001 em microscopia de
campo claro (Optican 500R). Em cada imagem foram selecionados, ao acaso, 25 ndcleos. Em
cada nucleo, foi mensurado parametros como a area (um?) e o DOI (densidade o6ptica
integrada), conforme Hardie et al., (2002):

1

IFi
—log10(—
Z g (IBi)
1=0
Onde:
n = nimero total de pixels do nucleo;
InFi = intensidade de pixels nucleares e

InBi = intensidade de pixels do fundo de cada imagem (background).

Essa analise foi realizada com auxilio do software ImageJ versdao 1.53%, segundo
Ferreira & Rasband (2011).

3.4 Anélise dos dados

A ANOVA (modelo linear misto generalizado) foi usada para comparar os valores dos
graus de alteracdes nucleares (0, 1, 2 e 3) e quantificacdo do percentual de DNA na cauda
(rastro) entre as concentragcfes e o grupo controle. Os graus do cometa foram identificados
pela andlise da intensidade de fluorescéncia, considerando o didmetro do nucleo e o
comprimento do rastro como indicadores da desintegracdo do DNA. Em cada lamina foram
avaliados 100 nucleos, classificados de 0 a 3: grau 0 (sem danos), graus 1 e 2 (danos
moderados a consideraveis) e grau 3 (danos graves), conforme Araldi et al. (2015).

Dessa maneira, a analise da porcentagem de DNA presente na cauda (rastro), como
um parametro para avaliar a genotoxicidade de tais compostos, foi realizada pela seguinte
equacao: DNA (cauda) = (% DNA na cauda/% DNA total) x 100 (Gyori et al., 2014).
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4 RESULTADOS

Nos resultados obtidos pelo ensaio do cometa nos espécimes expostos por 10 dias,
foi possivel observar a relacdo entre os tratamentos e os graus do cometa que estédo
reportados na Figura 1. Observou-se que o grau O teve maior frequéncia no tratamento
controle, apresentando valores superiores a 80% de células sem danos na estrutura do DNA.
JA nos grupos expostos, houve reducdo progressiva: cerca de 40% em 15 mgiL,
aproximadamente 20% em 30 mg/L e menos de 10% na concentragao de 60 mg/L. O grau 1
apareceu em maior quantidade nos tratamentos de 15 mg/L e 30 mg/L, ambos com
frequéncias proximas de 50-60%, diferenciando-se do controle, que apresentou apenas cerca
de 20%. Na concentracdo de 60 mg/L, o grau 1 manteve valores intermediarios, em torno de
40%. Enquanto que o grau 2 foi mais frequente nos de 30 mg/L (30-40%) e 60 mg/L (<50%)
em 15 mg/L, a ocorréncia foi baixa, entre 10-20%. Nucleos classificados como grau 3, foram
observados na concentracdo de 60 mg/L, com valores superiores a 30%, enquanto em 15
mg/L e 30 mg/L permaneceram proximos de 10%. No controle, esse grau ndo foi constatado.
Isso demonstra que durante o periodo de exposi¢do, quanto maior a concentracdo de MP
maior foi o dano as moléculas de DNA dos nucleos eritrocitarios, indicando um claro efeito
dose-dependente. A Figura 2 representa as variagfes morfologicas e seus respectivos graus
de danos no DNA.

Por outro lado, a porcentagem de DNA encontrada nos “rastros” foi maior em relagéo
aos nucleos dos cometas na concentracdo de 15 mg/L, com valores proximos de 46-48%, o
gue representa o maior nivel de dano observado entre os tratamentos. J& nas concentragcfes
de 30 mg/L e 60 mg/L, os percentuais foram semelhantes, variando entre 27-30% (Fig. 3).

A andlise da densidade o6ptica integrada (DOI) e da area nuclear esta descrita na
Figura 4. Os resultados demonstram que o0s nucleos dos espécimes expostos nas
concentracdes estudadas causaram aumento nos niveis de condensagdo da cromatina.
Niveis mais elevados de condensacéao foram observados em concentracdes de 30 e 60 mg/L,
onde as curvas nessas concentracdes estdo deslocadas para valores mais altos de DOI
(aproximadamente 5,05-5,15) em comparagdo ao grupo controle e ao tratamento de 15 mg/L,
onde os valores se concentraram proximos de 4,85-5,0. Esse aumento nos valores de DOI
indica maior compactagédo da cromatina em concentragdes de MP mais elevadas. O mesmo
padrao foi observado na comparacédo da area nuclear, em que houve reducdo progressiva
nos tratamentos de maior concentragdo, enquanto o grupo controle apresentou area média
proxima de 12 um?, os tratamentos de 15 mg/L, 30 mg/L e 60 mg/L mostraram areas
reduzidas, aproximando-se de 8 um?, 7 um? e 6 um2, respectivamente.

Além disso, o teste do micronlcleo associado as anormalidades nucleares foi

significativo. A presenca dos micronucleos foi observada principalmente nas concentracdes
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de 15 e 30 mg/L, além de nucleos eritrocitarios binucleados, invaginados, lobulados e com

brotamentos (Fig. 5). Algumas das alteracbes morfolégicas nucleares encontradas estdo

representadas na Figura 6.
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Figura 1. Box plot mostrando a distribuicdo e média (+) dos graus de alteragdes no
DNA nuclear eritrocitario de A. lacustris expostos a diferentes concentracdes de MP-
PE através da analise de variancia (ANOVA). Letras distintas denotam diferenca

significativa entre as concentragfes (p<0,05). Grau 0 (sem danos); grau 1 e grau 2
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Figura 2. Imagens correspondentes aos graus de cometa de acordo com o
tratamento de exposic¢éo, sendo (a) grau 0; (b) grau 1; (c) grau 2; (d) grau 3.
Fonte: Autora.
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Figura 3. Percentual médio (+ 1C95%) de DNA encontrado na cauda (rastro) de
nucleos eritrocitarios de A. lacustris expostos de acordo com a concentra¢éo de MP-
PE através da analise de variancia (ANOVA). Letras distintas demonstram diferenca

significativa entre as concentra¢des (p<0,05).
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Figura 4. Gréficos representando em (a) as curvas do histograma que determinam a
densidade optica integrada (DOI) e em (b) o box plot determinando a area nuclear dos

nacleos expostos ao MP-PE nas concentra¢gfes de 15, 30 e 60 mg/L em comparacdo ao

controle.
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Figura 5. Andlise de Componentes Principais (PCA) aplicada as anormalidades
nucleares observadas nas células de peixes expostos as concentracdes estabelecidas
de MP-PE (15, 30 e 60 mg/L).
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Figura 6. Fotomicrografia de eritrocitos de A. lacustris expostos ao MP-PE nas concentragfes de 15, 30
e 60 mg/L em laminas histoldgicas coradas com o corante azul de toluidina. As alteracfes nucleares
encontradas: A) Seta preta indicando nucleo “padréo”, setas vermelhas indicando algumas das
anormalidades nucleares observadas, onde B) Microntcleo; C) Nucleo lobado; D) Brotamento nuclear;

E), F), G) Eritrécito binucleado e H) Ndcleo invaginado.

5 DISCUSSAO

A manutencdo da integridade do DNA é fundamental para a homeostase celular,
garantindo o desempenho continuo de processos fisiolégicos essenciais. No entanto, a
exposicdo a agentes externos pode induzir quebras em cadeias simples ou duplas da
molécula, e, na auséncia de mecanismos eficazes de reparo, tais alteracdes podem culminar
em mutacdes e no desenvolvimento de neoplasias (Bivehed et al., 2023). Nesse contexto, a
presenca de MPs em organismos aquaticos representa uma preocupagao crescente, uma vez
gue esses contaminantes estdo associados a estresse fisiolégico e oxidativo, inibicdo
enzimatica, respostas inflamatérias e danos celulares. O sangue, por constituir um dos
primeiros tecidos em contato com MPs, torna-se particularmente vulneravel, com alteracdes
significativas em parametros hematol6gicos frequentemente utilizados como biomarcadores
de citotoxicidade e condicdo de saude. Evidéncias recentes indicam que particulas de PE
presentes no tecido sanguineo podem desencadear estresse oxidativo, comprometer a
imunocompeténcia e acumular-se em niveis relevantes nos tecidos, favorecendo efeitos
ecotoxicologicos persistentes (Jo et al., 2025).

O potencial genotéxico do MP-PE em células como os eritrocitos pode ocorrer de

maneira indireta, sendo estimulado pela producéo de espécies reativas de oxigénio (radicais
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livres) que possuem capacidade de danificar o DNA (da Costa Araujo et al., 2020a). Uma das
possiveis vias de interacdo entre as particulas de MP e as células transportadoras de oxigénio
€ a membrana plasmética, ainda ndo se conhece exatamente os mecanismos que o MP utiliza
para interagir com a membrana, contudo, o contato direto com MP pode produzir aberturas
na estrutura celular modificando a sua permeabilidade, além de ter a capacidade de alterar o
potencial da membrana plasmaética pelo processo de sinalizacdo jusante induzindo possiveis
degeneracdes oxidativas no meio intracelular (da Costa Aradjo et al., 2020b).

Os resultados deste estudo demonstraram perda da organizacdo e compactagédo da
cromatina nuclear assim como diferentes graus de fragmentagdo do DNA nos peixes expostos
ao MP-PE. Acredita-se que essas estruturas induzem a producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) levando a instabilidade genémica, a partir da oxidacdo e carbonilacdo das
histonas, proteinas responséaveis pelo empacotamento da cromatina (Jo et al., 2025).

Essas andlises evidenciam o potencial genotoxico do MP-PE na espécie A. lacustris,
uma vez que todas as concentracdes avaliadas (15, 30 e 60 mg/L) promoveram alteracdes
significativas na integridade do DNA. Observou-se que a concentracdo de 15 mg/L apresentou
a maior porcentagem de DNA fragmentado no rastro do cometa, o que indica um nivel
expressivo de quebras na molécula. Entretanto, nas concentragdes de 30 e principalmente 60
mg/L, apesar da porcentagem relativa de DNA no rastro ter sido menor, é possivel que os
efeitos tdéxicos mostraram-se mais severos, sendo considerados potencialmente letais.
Portanto, a menor propor¢ao de DNA livre no rastro pode indicar maior fragmentacéo nuclear
e desorganizacdo da cromatina, reflexos de quebras de fita simples e duplas induzidas
possivelmente pelo estresse oxidativo associado a presencga das particulas poliméricas. Esse
padrdo caracteriza uma relacdo dose-dependente entre a exposicdo e o0 grau de
genotoxicidade, demonstrando que os MPs comprometem a integridade gen6mica dos peixes,
representando um risco potencial a saude e estabilidade das populacdes aquaticas, fendbmeno
observado por Hamed et al. (2021) e Sampsonidis et al. (2024). Acredita-se ainda, que nas
concentracdes mais elevadas, o dano induzido pelas espécies reativas de oxigénio (EROs)
ndo se limita a fragmentacdo do DNA, mas avanga para mecanismos celulares mais
abrangentes, como a ativagédo de apoptose.

Por meio da analise nucleométrica eritrocitaria, avaliou-se a compactacdo da
cromatina, expressa pela densidade Optica integrada (DOI). Nos eritrocitos de peixes
expostos ao MP-PE nas concentracdes de 30 e 60 mg/L, a cromatina se encontrava-se mais
compacta em comparacao com a exposicdo a 15 mg/L. A reducao da area nuclear, a partir
da compactacdo da cromatina, sugere redugdo ou disruptura no processo de divisao celular.
VariagBes na densidade dos sitios de ligacdo da cromatina podem explicar as diferencas
observadas na mobilidade da cromatina durante o ciclo celular e o desenvolvimento celular.

Embora grandes rearranjos cromossémicos ou mobilidade translacional em cromossomos
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individuais ndo sejam aparentes durante a interfase, a dinAmica da cromatina € rapida o
suficiente para permitir interacdes intracromossdmicas, como a associacao cis ou trans de um
promotor, ocorrendo em segundos, e abrangendo distancias de menos de 1 um (Huber;
Spector, 2010). Segundo Rothmann et al. (2000), em Cyprinus carpio, eritrdcitos em estagios
de maturacdo revelaram dominios de cromatina de baixa e alta densidade, bem como um
dominio intercromatina com alta transmiténcia de luz e baixa densidade O6ptica. Assim,
acredita-se que o0 estresse oxidativo gerado pelos MPs poderia ndo apenas alterar a
organizacdo e a condensacdo da cromatina, mas também afetar o ciclo celular, levando a
interrupcdo da geracao de novos eritrocitos, mantendo-os mais maduros e condensados.

Dessa maneira, a exposi¢cdo ao MP-PE por um periodo de 10 dias, nas diferentes
concentracdes propostas neste estudo, resultou em aumento da condensacgéo da cromatina
e em reducdo progressiva da area celular dos eritrocitos. Esse processo, denominado
picnose, constitui uma caracteristica marcante que geralmente antecede a apoptose celular
(Elmore, 2007). Esses resultados evidenciam a citotoxicidade desses compostos sobre 0s
organismos estudados, ressaltando a importancia de compreender os mecanismos pelos
quais tais substancias desencadeiam essas alteracdes. A morte programada de células
essenciais, como os eritrécitos, compromete o funcionamento fisiol6gico dos organismos, uma
vez que a auséncia ou redugdo continua no transporte de oxigénio afeta diretamente seus
hébitos. Esse cenério levanta sérias preocupacdes acerca da producdo em larga escala de
MP-PE e de seu descarte inadequado em ecossistemas aquaticos.

Além disso, foi possivel observar nos tratamentos em que o0s peixes da espécie
Astyanax lacustris foram expostos as concentracdes de 15 e 30 mg/L uma maior frequéncia
de anormalidades nucleares como nlcleos binucleados, brotamentos nucleares, nucleos
lobulados e invaginados confirmando a hip6tese de que o MP-PE tem capacidade citotéxica,
isso porque MPs tem a capacidade de desencadear essas alteracfes fisicas no nucleo de
eritrocitos ao interromper processos no fuso mitético dessas células (Menezes et al., 2024).

Hamed et al. (2021) observaram um aumento significativo na ocorréncia de
anormalidades nucleares eritrocitarias em peixes expostos a diferentes concentraces de MP-
PE. No presente estudo, foram identificadas altera¢cdes, como micronucleos, nucleos
binucleados e lobulados, resultados que corroboram os achados de Hamed et al. (2021).
Essas alteracBes estdo associadas a processos de aneuploidia decorrentes de falhas na
segregacao cromossdmica durante a mitose. Além disso, algumas anormalidades nucleares
podem ter origens distintas. Por exemplo, a formacdo de nulcleos invaginados esta
relacionada ao ciclo quebra-fusdo-ponte, no qual crométides-irmas se unem pelas
extremidades rompidas, originando pontes dicéntricas que, ao se romperem novamente,
promovem amplificacdo do DNA e possiveis dele¢des (Wu; Rai, 2022; da Costa Araujo et al.,

2022). Outras anormalidades, como nudcleos lobados, podem resultar de processos
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aneugénicos associados a polimerizacao da tubulina, componente essencial para a formacao
do fuso mitético. Os brotamentos nucleares, por sua vez, estao frequentemente relacionados
a falhas ou inibicdes nos mecanismos de reparo do DNA, que favorecem a fusdo de estruturas
teloméricas pelas extremidades cromossbmicas. Ja a ocorréncia de células eritrocitarias
binucleadas pode estar vinculada a processos de aneuploidia que comprometem a adequada
formacédo do fuso mitético durante a divisao celular (da Costa Aradjo et al., 2022).

Muitas mutacdes que ocorrem no DNA a partir da exposicdo ao MP, sdo resultado da
8-oxo0-7,8-di-hidroguanina, uma base nucleotidica alterada capaz de emparelhar de forma
errdbnea a base nitrogenada adenina, isso ocorre também pela acdo de espécies reativas de
oxigénio e o estresse oxidativo causado pelas mesmas, onde a molécula de &cido
desoxirribonucleico oxidada recebe de forma recorrente a base guanina (8-oxo-7,8-di-
hidroguanina (OG)), eventualmente mutagénica (Mahmud et al., 2024). A ativag&o da via de
resposta a danos presentes na molécula de DNA, como as quebras de fita dupla ou simples,
ocorrem a fim de sinalizar a interrupcdo no processo de divisdo celular, na maior parte das
vezes, esse sistema tem como objetivo principal reparar os danos presentes no DNA e
recomecgar o ciclo, contudo, dependendo da exposi¢cdo sofrida e das falhas presentes na
molécula, o mecanismo é responsavel por levar a interrup¢cdo do ciclo celular, e
consequentemente a morte da célula (Hayashi; Karlseder, 2013).

A espécie Astyanax lacustris, destaca-se por sua elevada plasticidade trofica e
capacidade de ajustar sua dieta conforme a disponibilidade de recursos no ambiente. Nessa
perspectiva, particulas de MP podem ser confundidas com alimento por individuos dessa
espécie, configurando importante via de entrada do MP-PE no organismo. Além disso, o habito
onivoro de A. lacustris amplia sua influéncia ecolégica e o potencial de transferéncia desses
contaminantes ao longo da cadeia tréfica (dos Santos et al.,, 2020). Nos Ultimos anos, a
crescente presenca de MPs em ambientes dulcicolas, como rios, riachos e lagos, tem
representado uma ameaca significativa a ictiofauna, uma vez que os peixes sédo capazes de
acumular esses contaminantes em seus tecidos. O MP-PE, em particular, apresenta potencial
genotbdxico que pode ser propagado ao longo dos niveis tréficos, intensificando os riscos

ecoldgicos.

6 CONCLUSAO

Nossos resultados confirmaram a capacidade MP-PE de induzir alteracdes na
molécula de DNA e alterar a integridade celular. Além disso, esses achados podem contribuir
para avaliar possiveis processos que envolvam a bioacumulagcdo do MP-PE em organismos
aquéticos, permitindo entender suas implicacdes ao longo da cadeia tréfica incluindo o ser

humano. Dessa forma, nosso estudo refor¢a a importancia de investigacdes com perspectivas
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mais abrangentes, uma vez que a contaminacdo ambiental esta diretamente relacionada a
saude animal e humana. Contudo, ainda sdo necesséarias pesquisas para aprofundar a
compreensdo sobre os efeitos da exposicdo prolongada e das diferentes concentracfes
encontradas nos diferentes ecossistemas aquaticos, de modo a ampliar o conhecimento sobre

0S riscos ecotoxicoldgicos e sanitarios associados aos MPs.
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