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RESUMO

PEREIRA, Lidiane C. ANALISE DA GENOTOXICIDADE ERITROCITARIA E HISTOPATO-
LOGIA BRANQUIAL EM LAMBARIS (Astyanax lacustris) EXPOSTOS AO INSETICIDA
LAMBDA-CIALOTRINA. 2024. 51f. Dissertagao (Mestrado em Biologia Animal) — Instituto de
Biociéncias, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, 2024.

O Brasil é um dos maiores produtores agricolas globais e um grande consumidor de de-
fensivos agricolas. O uso de agrotoxicos aumentou significativamente de 2010 a 2020,
superando o crescimento da area cultivada. Apesar da regulamentagao, o manejo desses
produtos quimicos ainda apresenta desafios. A Anvisa proibiu certos pesticidas, potenci-
almente aumentando o uso de piretréides, considerados seguros por sua toxicidade se-
letiva, mas que podem contaminar ambientes aquaticos. A lambda-cialotrina (LC) € um
inseticida piretroide utilizado no controle de pragas em ambientes agricolas e domésticos.
Embora seja menos téxico para aves e mamiferos, sua introdugéo em ecossistemas aqu-
aticos, que pode ocorrer principalmente através da deriva durante a pulverizagéo, lixivia-
¢ao, escoamento superficial e até por aplicagédo direta em corpos d'agua, pode ser preju-
dicial para organismos nao-alvo. Este estudo tem como objetivo principal avaliar os efei-
tos subletais da exposi¢gdo ao inseticida piretréide lambda-cialotrina em Astyanax lacus-
tris, utilizando marcadores genotoxicos e histopatologicos. Foram usados 80 espécimes
juvenis de A. lacustris divididos em oito grupos experimentais. Quatro grupos, com dez
individuos cada, foram expostos a concentragao de 1,5 ug/L de LC por 1, 3, 6 e 12 dias.
Para cada periodo, foram utilizados dez espécimes controle. Foram avaliados os efeitos
genotdxicos com base na frequéncia de alteragdes nucleares e micronucleos em eritréci-
tos, além da quantificacdo das alteragdes histopatoldgicas do tecido branquial. Os resul-
tados mostraram elevagao das anormalidades nucleares classificadas como binucleados
e nucleos invaginados. Estas alteragdes foram mais frequentes nos peixes expostos por
periodos de 1, 3 e 6 dias, em comparagao com os nao expostos. As lesdes histolégicas
foram caracterizadas pela descamacéao do epitélio, edema nas lamelas secundarias, ade-
réncia lamelar, hiperplasia e hipertrofia das células de muco, aneurismas e, em casos
mais severos (12 dias), fusdo completa das lamelas secundarias. No geral, os resultados
apontam que, a partir de trés dias, a LC pode ser considerada toéxica para o A. lacustris.
Nossos resultados demonstram a necessidade de biomonitoramento e avaliacao dos ris-
cos associados ao uso de inseticidas na agricultura, especialmente considerando os efei-
tos adversos em espécies ndo-alvo. Além disso, 0 A. lacustris pode ser incluido na lista
de espécies bioindicadores visando futuros impactos ecotoxicoldgicos de inseticidas pi-
retroides, destacando o emprego de novas estratégias de conservacéo e gestdo ambien-
tal para mitigar a exposi¢cao a contaminantes e preservar a biodiversidade regional.

Palavras-chave: Genotoxicidade. Histopatologia. Piretréide. Peixe.



ABSTRACT

PEREIRA, Lidiane C. ANALYSIS OF ERYTHROCYTE GENOTOXICITY AND GILL HIS-
TOPATHOLOGY IN ASTYANAX LACUSTRIS EXPOSED TO THE INSECTICIDE
LAMBDA-CYHALOTHRIN. 2024. 51f. Dissertation (Master's in Animal Biology) — Institute
of Biosciences, Federal University of Mato Grosso do Sul, 2024.

Brazil is a major global agricultural producer and consumer of pesticides. The use of pes-
ticides has significantly increased from 2010 to 2020, outpacing the growth in cultivated
areas. Despite regulations, managing these chemicals still presents challenges. The Bra-
zilian Health Regulatory Agency (Anvisa) has banned certain pesticides, potentially in-
creasing the use of pyrethroids, which are considered safe due to their selective toxicity
but can contaminate aquatic environments. Lambda-cyhalothrin (LC) is a pyrethroid in-
secticide widely used in agricultural and domestic pests. While it is less toxic to birds and
mammals, its introduction into aquatic ecosystems can harm non-target organisms. It can
occur mainly through drift during spraying, leaching, surface runoff, and even direct appli-
cation to water bodies. The primary aim of this study was to assess the sublethal effects
of exposure to the pyrethroid insecticide lambda-cyhalothrin on Astyanax lacustris, using
genotoxic and histopathological markers. Eighty juvenile specimens of A. lacustris were
divided into eight experimental groups, with four groups exposed to a concentration of 1.5
Mg/l of LC for 1, 3, 6, and 12 days, respectively. Ten specimens were used for each
period. The study evaluated the genotoxic effects by analyzing the frequency of nuclear
alterations and micronuclei in erythrocytes, as well as quantifying histopathological alter-
ations in gill tissue. The results indicate an increase in nuclear abnormalities, specifically
binucleated and invaginated nuclei, in fish exposed for 1, 3, and 6 days compared to those
not exposed. Histological lesions were observed, including desquamation of the epithe-
lium, edema in the secondary lamellae, lamellar adhesion, hyperplasia, hypertrophy of the
mucus cells, aneurysms, and complete fusion of the secondary lamellae in more severe
cases (12 days). The results suggest that the sublethal concentration of LC is toxic to A.
lacustris from three days onwards. The results indicate the necessity of agricultural bio-
monitoring and risk assessment when using insecticides, mainly due to the negative im-
pact on non-target aquatic species. Additionally, A. lacustris may be included in the list of
bioindicator species for future ecotoxicological impacts of pyrethroid insecticides. This
highlights the need for new conservation and environmental management strategies to
reduce contaminant exposure and preserve regional biodiversity.

Keywords: Genotoxicity. Histopathology. Pyrethroid. Fish.
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1. INTRODUGAO

O constante aumento populacional demanda a necessidade de expansao da pro-
ducgao alimenticia, sendo necessario o emprego de ferramentas que contribuam para a
otimizagdo da agricultura, como o uso de agrotéxicos. Também sdo conhecidos como
inseticidas, pesticidas, produtos fitossanitarios, defensivos agricolas ou praguicidas e de-
sempenham um papel crucial na agricultura do Brasil, contribuindo significativamente
para a manutencéo de niveis de produgéo elevados (PEREIRA; CORREA, 2018). Esses
produtos, por vezes considerados simbolos do progresso agricola, sao utilizados com o
objetivo de controlar pragas, plantas daninhas e microrganismos prejudiciais, responsa-
veis por causar danos econdmicos e reduzir a eficiéncia das plantagdes e criagdes (FER-
REIRA, 2014).

O Brasil destaca-se como um dos maiores produtores agricolas do mundo, ocu-
pando a posicdo de segundo maior exportador mundial de commodities agropecuarias,
como soja, algodao e cana-de-agucar (BRAGA et al., 2020). Além disso, figura entre os
principais consumidores globais de defensivos agricolas. No periodo entre 2010 e 2020,
houve um aumento de 78,3% na quantidade de agrotoxicos comercializados no Brasil,
uma taxa quase trés vezes maior do que o crescimento da area cultivada no pais, que foi
de 27,6% (HESS; NODARI, 2022). Esse significativo aumento no consumo de agrotoxicos
nao correspondeu a um crescimento equivalente na produgao agricola brasileira. Suge-
rindo assim, uma maior utilizagdo desses produtos por area cultivada, incluindo um au-

mento na frequéncia de aplicagao e no uso de misturas de pesticidas.

As normativas de seguranga para o uso de agrotoxicos no Brasil estdo estabele-
cidas por diversas legislagdes e diretrizes, como a Lei n°® 14.785 de 2023 (BRASIL, 2023),
o Decreto n° 4.074 de 2002 (BRASIL, 2002), a Norma Regulamentadora n° 31, emitida
pelo Ministério do Trabalho e Emprego (BRASIL, 2005b), e o Cddigo Internacional de
Conduta para a Distribuicao e Uso de Agrotoxicos, implementado pelo Decreto n° 5.360
de 2005 (BRASIL, 2005a). Estes documentos delineiam as obrigagdes dos governos fe-
deral, estadual e municipal, bem como dos empregadores, no que se refere ao cumpri-
mento e a supervisdo das medidas de seguranga para preservar a saude (RISTOW et al.,
2020).

Apesar da regulamentagao para controlar o uso de agrotéxicos no Brasil, ainda
existem caréncias em relagdo ao uso e manejo desses produtos quimicos no pais (JAR-
DIM; ANDRADE; QUEIROZ, 2009; LOPES, 2017; MORELLO et al., 2019). Nos ultimos

anos, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) baniu diversos ingredientes



ativos de pesticidas no Brasil, incluindo os organofosforados monocrotofés, triclorfom e
metamidofds, além dos organoclorados lindano e pentaclorofenol (ANVISA, 2022). Essas
medidas podem levar a um aumento no uso de outros tipos de inseticidas, como os pire-

tréides.

Os piretréides, uma classe importante de inseticidas, surgiram na década de 1920
com o estudo do pyrethrin, extraido da planta de piretro. O primeiro pesticida piretréide
identificado foi o allethrin, em 1949. A partir da década de 1970, eles comegaram a ser
amplamente utilizados na agricultura devido a sua alta eficacia, poténcia, agao rapida e
toxicidade seletiva (AZNAR-ALEMANY; ELJARRAT, 2020). Sdo conhecidos pelo uso no
controle de insetos e pragas, e considerados seguros devido a sua toxicidade seletiva,
sendo eficazes contra insetos, mas relativamente inofensivos para mamiferos e aves (HA-
VERIN; VORNANEN, 2014).

Dentre os diversos grupamentos quimicos sintéticos classificados como piretroi-
des, destaca-se a lambda-cialotrina (LC), considerado altamente téxico para organismos
aquaticos e enquadrado na classe toxicoldgica Il. E um produto registrado e comumente
utilizado no Brasil em culturas variadas como algodao, amendoim, arroz, soja € milho
(ANVISA, 2023). Os piretréides podem entrar no ambiente aquatico durante o uso agri-
cola, através da deriva durante os procedimentos de pulverizagao, lixiviagdo, escoamento
superficial e por pulverizagao direta de corpos d'agua (MURANLI; GUNER, 2011; ULLAH
et al., 2019), expondo a comunidade de organismos aquaticos, incluindo os peixes, aos

efeitos potencialmente deletérios desses compostos.

Embora ndo existam dados especificos sobre a presenca de LC nas aguas brasi-
leiras ou regulamentagdes acerca de limites maximos permitidos para diferentes catego-
rias em corpos d'agua, ja se identificou o inseticida em sedimentos de ambientes agrico-
las na Costa Rica, atingindo concentracdes de 0,98 ug/g (CARAZO-ROJAS et al., 2018).
Em aguas superficiais, a presenga de LC foi detectada variando de 0,35 ug/L em rios
gregos a 0,80 pg/L em zonas agricolas no sul dos Estados Unidos da América (ANDER-
SON et al., 2013).

Bioindicadores s&o utilizados para monitorar a qualidade da agua, sendo particu-
larmente Uteis na detecgdo precoce do potencial téxico de agentes quimicos e na com-
preensao dos seus mecanismos de agcao (PRESTES; VINCENCI, 2019). Os peixes, por
serem elementos caracteristicos e importantes nos ecossistemas aquaticos, sao consi-
derados bons bioindicadores. Eles refletem as alteragcdes no ambiente aquatico em diver-
sas escalas, gragas as suas caracteristicas de mobilidade e posi¢cdo proxima ao topo da
cadeia alimentar (NUNES; JESUS, 2019).



Os peixes exibem modificagcbes em suas estruturas quando expostos a agentes
toxicos em doses subletais. Essa capacidade de responder a estressores ambientais &
uma caracteristica crucial de um organismo saudavel, uma vez que as reagdes a esses
estimulos sdo fundamentais para a sobrevivéncia e adaptacao as variagbes do ambiente
(FREITAS; SIQUEIRA-SOUZA, 2009). Por outro lado, a utilizagdo de espécies nativas em
testes de toxicidade é de extrema importancia devido sua relevancia ecoldgica e sensibi-
lidade especifica as condigdes ambientais locais. Essas espécies desempenham um pa-
pel fundamental no ecossistema nativo, refletindo com maior precisdo os impactos ambi-
entais reais na regido (FRANCISCO et al., 2019). Portanto, a analise da toxicidade em
espécies nativas é essencial para a preservacgao da biodiversidade regional, contribuindo
para manter a integridade ecoldgica.

Os resultados desses testes de toxicidade fornecem informacdes valiosas para
estratégias de conservagao e gestdo ambiental, orientando medidas que visam reduzir a
exposicdo a contaminantes e restaurar habitats afetados (DOURADO et al., 2017). Além
do mais, a variagao genética caracteristica dessas espécies, resultado dos longos perio-
dos de adaptacéo local, oferece percepcdes importantes sobre como elas respondem ao
estresse ambiental. Isso refor¢ca ainda mais a relevancia desses testes para uma com-
preensdo abrangente e aplicavel dos impactos ambientais dos contaminantes em ecos-

sistemas especificos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 INSETICIDAS PIRETROIDES

Os inseticidas piretréides sao compostos sintéticos derivados das piretrinas, ex-
traidas das cabecas das flores secas do crisantemo, da espécie Chrysanthemum cinera-
riaefolium (FEO, 2020). A partir da década de 1970, os piretroides evoluiram de produtos
domésticos simples para desempenhar um papel essencial no controle de pragas na agri-
cultura, oferecendo uma alternativa mais segura em comparagao com os pesticidas orga-
nofosforados e organoclorados, que frequentemente apresentam elevada toxicidade e
persisténcia no meio ambiente (LI et al., 2022; MILANI et al., 2022).

Com a proibigao ou restricdo do uso de inseticidas organofosforados inibidores da
colinesterase, como clorpirifés e diazinon, a utilizagcdo dos piretréides aumentou conside-
ravelmente, representando atualmente 25% das vendas globais de inseticidas (AZNAR-
ALEMANY; ELJARRAT, 2020; WERNER; YOUNG, 2018). As piretrinas foram ampla-
mente utilizadas como agentes de combate a insetos. Entretanto, esses compostos de-
monstravam grande instabilidade a luz e exposi¢&o ao ar, 0 que levou a necessidade de
desenvolver compostos sintéticos com maior estabilidade (SANTOS; AREAS; REYES,
2007; MORAES et al., 2015). Desta forma, a classe dos piretréides foi segmentada em
dois grupos: o grupo |, que ndo contém o segmento a-ciano, como no caso da bifentrina,
permetrina e resmetrina; e o grupo |l, que incorpora o segmento a-ciano em sua compo-
si¢ao, incluindo a deltametrina, cipermetrina, lambda-cialotrina e ciflutrina. A inclusdo do
grupo ciano esta relacionado a maior fotoestabilidade e lipofilicidade, conferindo aos pi-
retréides do grupo Il maior poténcia e neurotoxicidade em vertebrados e invertebrados
qguando comparados aos do grupo | (AZNAR-ALEMANY; ELJARRAT, 2020; HOLLAND,
2015).

As formas mais eficazes para a utilizacao de inseticidas como a LC se dao pela
pulverizagdo em coluna ou pulverizagao aérea diretamente sobre as folhas na plantagao
(FIORIN et al., 2011) e também pela aplicagéo direta no solo (SCORZA JUNIOR, 2006).
Dessa forma, as principais vias de introdugao dos piretréides nos ecossistemas aquaticos
envolvem a dispersdo proveniente da aplicacédo de pesticidas por via aérea ou terrestre,
tanto em ambientes rurais quanto urbanos, o escoamento decorrente de precipitacdes, a
liberagao deliberada de efluentes agricolas e a introdugao de aguas residuais provenien-
tes de areas urbanas (WERNER; YOUNG, 2018). A presencga de piretroides nos ecossis-

temas aquaticos dulcicolas tornou-se um problema mundial (STEHLE; SCHULZ, 2015) e
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seu uso indiscriminado pode impactar significativamente o equilibrio do meio ambiente,
tornando imprescindivel o monitoramento desses compostos por meio da analise de seus
residuos e efeitos (BARRIONUEVO; LANCAS, 2001; PIMPAOQ, 2006).

Peixes sao considerados organismos nao-alvo quanto ao emprego dos piretroides.
Seus efeitos tém sido associados a uma variedade de alteragbes bioldgicas, além de
desencadear alteragbes morfofuncionais em diversos tecidos (CENGIZ, 2006; MURANLI;
GUNER, 2011; KAN et al., 2012). De acordo com Viran et al. (2003), devido a sua carac-
teristica lipofilica, os piretroides apresentam uma notavel capacidade de serem absorvi-
dos rapidamente pelas branquias dos peixes, contribuindo para a alta sensibilidade des-
ses animais a exposicao aos piretrdides aquosos. Além disso, 0s peixes parecem possuir
uma deficiéncia no sistema enzimatico responsavel por hidrolisar esses compostos. No
entanto, é relevante destacar que, apesar de serem moléculas de baixa polaridade, eles
nao tém tendéncia a se acumularem nos tecidos dos animais, com excec¢do do tecido
adiposo (SANTOS; AREAS; REYES, 2007).

2.2 O USO DE PIRETROIDES NO BRASIL

Em 2021, o Brasil foi o maior consumidor mundial de pesticidas, com um total de
720.000 toneladas para uso agricola, um valor quase 60% superior ao segundo colocado
(Estados Unidos da América, com 457.000 toneladas). Nos numeros de aplicagdes de
pesticidas por area de cultivo, o Brasil também ocupa a primeira colocagao, com 10,9
kg/ha, cerca de duas vezes maior que a Argentina (5,6 kg/ha), segunda colocada (FAO,
2023).

O Ministério da Saude utiliza piretréides no pais desde 1996 (SANTOS et al., 2007)
em campanhas de saude publica, onde atuam no controle de vetores em ambientes do-
mésticos e na desinsetizagdo de residéncias. No Brasil, os piretréides sao autorizados
para aplicagao na agricultura (no solo, nas folhas e sementes, bem como para fins de
armazenamento), como conservantes de madeira e para jardinagem. Na medicina vete-
rinaria, sdo encontrados em formulagdes comerciais, como xampus para animais de es-
timacao, para o controle de ectoparasitas, principalmente carrapaticidas para grandes ou
pequenos animais (PARANA, 2018; WERNER; YOUNG, 2018; ANVISA, 2023).

Na aquicultura, os piretroides tém sido empregados para combater parasitas de
peixes e insetos que infectam os tanques de produgdo (BURRIDGE et al., 2010; VAN
GEEST; BURRIDGE; KIDD, 2014). No Brasil, a utilizagdo dos piretroides na aquicultura
para o controle de ectoparasitos em criagdes comerciais de peixes ndo é regulamentada,

ao contrario de paises como Noruega, Irlanda e Escécia, onde esses produtos sdo
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permitidos e registrados para essa finalidade. Dado que doencgas e parasitoses sao fato-
res que impactam significativamente na produgao de peixes e considerando que ainda
sao limitadas as fiscalizagcbes e informacdes disponiveis para o uso de quimicos no ma-
nejo, muitos produtos utilizados no controle de doengas na agricultura e em outros ani-
mais, acabam sendo aplicados no tratamento de peixes, como os inseticidas piretroides,
que se tornam uma alternativa viavel nesse cenario (MORAES et al., 2015). No entanto,
os piretroides sao bastante toxicos para organismos nao-alvo, mesmo em baixas concen-
tracoes (VIRAN et al., 2003; SANTOS; AREAS; REYES, 2007). Invertebrados aquaticos
e peixes sao particularmente sensiveis aos efeitos neurotdxicos desses inseticidas

quando presentes em corpos d'agua (CENGIZ; UNLU, 2006).
2.3 LAMBDA-CIALOTRINA

Com base no Sistema de Agrotoxicos Fitossanitarios (AGROFIT) do Ministério da
Agricultura e Pecuaria, atualmente, o Brasil conta com o registro de 164 compostos pire-
tréides destinados a formulagdes comerciais. Dentre eles, destaca-se a LC como o pire-
tréide do tipo Il que detém o maior numero de registros, totalizando 41 em sua lista. O
que representa 25% do total de compostos piretroides registrados no pais (MAPA, 2023).
A Anvisa regulamenta o uso da LC em varias culturas, incluindo algodao, amendoim,
arroz, batata, soja, trigo, milho, feijao e muitas outras (ANVISA, 2023). No entanto, apesar
das diretrizes regulatorias estabelecidas, a LC é um piretréide frequentemente utilizado
de maneira irregular no Brasil, conforme relatado pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria em seu Programa de Andlise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (MO-
RAES et al., 2015; ANVISA, 2023b).

A LC, nomenclatura IUPAC [cyano-(3-phenoxyphenyl) methyl] (1R,3R) -3-[(Z)-2-
chloro-3,3,3-trifluoroprop-1-enyl]  -2,2-dimethylcyclopropane-1-carboxylate  (IBAMA,
2019), é um piretrdide que atua no sistema nervoso central e exerce seu efeito inseticida
principalmente por meio da interagcdo com os canais de sédio nas membranas neuronais
dos insetos. Essa alteracdo na permeabilidade dos canais de sédio leva a despolarizagao
prolongada das membranas neuronais, resultando no aumento da excitagdo neuronal.
Dessa forma, causa uma ativacao repetitiva dos neurdnios, resultando em paralisia mus-

cular e, eventualmente, levando a morte do inseto (DONG et al., 2014).

Juntamente com sua ampla utilizagdo, ha diversos relatos na literatura sobre sua
toxicidade para organismos aquaticos, incluindo os peixes (BOWNIK; KOWALCZYK;
BANCZEROWSKI, 2019; SALAKO et al., 2020; EZENWOSU et al., 2021). De acordo com
Maund et al. (1998), a dose letal de LC que afeta 50% dos peixes em um periodo de 96
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horas (LCs0/96h) varia de 0,078 ug/L para a espécie Leuciscus indus até 2,3 ug/L para
Poecilia reticulata, demonstrando que estas espécies apresentam alta sensibilidade a

este composto.

Segundo Alvim e Martinez (2019), ha evidéncias de que a LC também pode atra-
vessar a barreira hematoencefalica, permitindo sua entrada no sistema nervoso central.
Estudos apontam para os efeitos neurotdxicos deste composto em diversos organismos.
Por exemplo, observou-se variacdes na atividade da acetilcolinesterase (AChE) em Ore-
ochromis niloticus, conforme indicado por Amin et al. (2023) e Fernandes et al. (2020).
Além disso, Li et al. (2014) descreveram uma reducao significativa dos niveis de colina e
fosfato de colina no cérebro de Carassius auratus. Essas alteragdes sugerem alta neuro-

toxicidade da LC para essas espécies.

A toxicidade neurologica, reprodutiva e do desenvolvimento associada aos pire-
tréides, como a LC, esta intrinsecamente ligada ao estresse oxidativo. Esses pesticidas
induzem a formacé&o de espécies reativas de oxigénio (ERO) em varias espécies de pei-
xes, afetando tecidos como branquias, figado e musculos. Esta agao resulta ndo apenas
em alteragdes histopatologicas, mas também em peroxidagao lipidica e danos ao DNA
(4cido dioxirribonucleico), as proteinas e aos lipidios celulares. A exposi¢cao a esses pi-
retroides também altera a atividade das enzimas antioxidantes, aumentando a vulnerabi-
lidade dos peixes ao estresse oxidativo provocado por poluentes ambientais (YANG; LIM,;
SONG, 2020).

24 ASTYANAX LACUSTRIS COMO BIOINDICADOR AMBIENTAL

O peixe Astyanax lacustris, identificado popularmente como "lambari-do-rabo-
amarelo" ou "piaba", € uma espécie que possui uma vasta distribuicdo geografica, esten-
dendo-se por todo o territério nacional (COSTA et al., 2023) e se destaca pela presencga
de uma mancha umeral preta oval horizontal e duas barras verticais marrons na regiao
umeral. Sua coloragdo varia entre um padrao com o corpo claro e prateado, com peque-
nas manchas escuras formando faixas horizontais acima e abaixo da linha lateral, e um
padrdo com o corpo mais escuro, principalmente na regido lateroventral, e manchas cons-
picuas formando faixas horizontais acima e abaixo da linha lateral. A intensidade das
manchas e o numero de listras podem variar independentemente do tamanho do individuo
ou da area de ocorréncia (LUCENA; SOARES, 2016). E caracterizado pela presenca de
nadadeiras pélvica, anal e caudal amareladas, as demais sao hialinas ou levemente ama-
reladas, caracteristicas que lhe sugere o nome popular lambari da cauda amarela (LAN-
GEANI; REGO, 2014).
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O lambari é de pequeno porte, com um ciclo de vida curto e facil manejo (VALLA-
DAO; GALLANI; PILARSKI, 2018). Possui uma grande capacidade de adaptacéo a dife-
rentes habitats, o que o torna um promissor candidato a bioindicador de ambientes de
agua doce (SILVA, 2021). Nos ultimos anos, esta espécie tem sido reconhecida como um
exemplo neotropical em varios estudos, incluindo seu papel na aquicultura (ABREU et al.,
2021; SILVA et al., 2022), reproducao (SIQUEIRA-SILVA et al., 2021; CHEHADE et al.,
2020) e ecotoxicologia (ASSIS et al., 2021; GODOI et al., 2020).

A utilizacdo de espécies nativas, como o lambari, em estudos ecotoxicoldgicos
tanto in situ quanto ex situ, possibilita uma representacdo mais precisa da sensibilidade
dos organismos locais e das condigdes ambientais especificas. Resultando avaliagbes
mais fidedignas do impacto de substancias téxicas no ecossistema (FREITAS; ROCHA,
2011).

Além da escassez de variedade de espécies empregadas em avaliagdes de toxi-
cidade no Brasil, ha uma demanda para substituicdo de organismos estrangeiros ou néo
nativos por aqueles de origem local, especialmente aqueles que habitam ambientes de
agua doce. Portanto, a maioria dos estudos concentra-se em espécies de crustaceos e
peixes que nao refletem adequadamente a diversidade de vida aquatica existente no pais
(MARTINS; BIANCHINI, 2011).

Os bioindicadores sao organismos selecionados como sentinelas capazes de res-
ponder a mudangas ambientais em diferentes niveis, abrangendo desde fatores celulares,
fisioldgicos, bioquimicos, genéticos e histolégicos até variagdes no comportamento. Eles
desempenham um papel crucial na detecgao e avaliagao dos efeitos dos estressores pre-
sentes no ambiente, que podem incluir poluentes, mudancas nas condicdes ambientais e
outras perturbacgdes (LIMA et al., 2018). Um bioindicador ideal deve ser capaz de sobre-
viver em ambientes saudaveis, além de apresentar uma certa resisténcia ao contaminante
ao qual esta exposto (AKAISHI et al., 2004). A utilizagdo de indicadores em diferentes
niveis de organizagao bioldgica fornece informagdes complementares essenciais para a

analise de risco ecoldgico (ARIAS et al., 2007).
2.5 BIOMARCADORES EM PEIXES

Os biomarcadores sdo respostas fisiolégicas analisadas em bioindicadores e
abrangem diversas medidas que fornecem informagdes sobre as fungdes normais ou pa-
tologicas dos organismos, bem como sobre os efeitos resultantes da exposicdo a um

agente estressor. A toxicidade dos pesticidas impacta negativamente os parametros
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bioquimicos, fisiolégicos, reprodutivos, perfis imunolégicos e induz alteragdes histopato-
I6gicas graves em varios tecidos dos peixes (ULLAH et al., 2019; ROHANI, 2023).

Comumente, o estresse oxidativo é utilizado em avaliagdes de ecotoxicologia,
sendo avaliado em termos de espécies reativas de oxigénio (EROs) ou produgéo de ra-
dicais livres, aumento da peroxidacgao lipidica e atividades alteradas em resposta as en-
zimas antioxidantes. Esse estresse resulta em danos a nivel celular, causando prejuizos

aos processos das células (ULLAH et al., 2018).

As alteracdes nos nucleos dos eritrécitos sdo consideradas biomarcadores de ci-
totoxicidade e genotoxicidade (CANEDO et al., 2021; SHARMA et al., 2019; MITKOVSKA,;
CHASSOVNIKAROVA, 2020). Essas anormalidades compreendem alteragdes no arranjo
da cromatina dentro do nucleo, deformacao ou fragmentagdo do nucleo, bem como a
formacao de micronucleos. Devido a notavel sensibilidade aos xenobidticos, os eritrécitos
de peixes sdo amplamente empregados com sucesso na avaliagdo do potencial genoto-

xico de poluentes e outros fatores ambientais adversos (WITESKA, 2013).

Varios estudos tém destacado a presenca de anormalidades nucleares em eritré-
citos como um meio de avaliar os impactos da contaminagao ambiental (MAIER et al.,
2015; BOTELHO et al., 2015; NAHAS et al., 2017; CARAMELLO et al., 2019; AMAEZE et
al., 2020; VIANA et al., 2023). A correlagéo entre a frequéncia de micronucleos e outras
alteragdes nucleares tem sido frequentemente observada, reforcando a utilidade dessas
avaliagdes em estudos de genotoxicidade em peixes, conforme descrito por Cavas e Er-
gene-Gdzukara (2003).

Um outro biomarcador sédo as alteragdes histopatoldgica que constitui uma ferra-
menta importante para o estudo dos efeitos diretos e indiretos sobre os diferentes tecidos
de um determinado bioindicador, decorrentes do contato com produtos quimicos (RI-
BEIRO; NARCISO, 2016). Além disso, é interessante na deteccao de efeitos agudos e
cronicos em organismos aquaticos apds a exposicado a xenobidticos. Desempenha um
papel crucial na identificagdo dos 6rgéos-alvo de toxicidade e auxilia no estudo dos me-
canismos de agao envolvidos (MYERS et al., 1998; TEH; ADAMS; HINTON, 1997; YAN-
CHEVA et al., 2016).

2.5.1 Alteragoes nucleares eritrocitarias

Os eritrécitos tém como principal finalidade o transporte de oxigénio, o qual € via-
bilizado pela quantidade de hemoglobina presente nessas células, substancia responsa-

vel pelo transporte de gases como o oxigénio e o diéxido de carbono, e do mecanismo
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de troca gasosa (FANGE, 1992). A maioria dos peixes teledsteos possui eritrécitos nu-
cleados, assim como aves, répteis e anfibios, diferentemente dos mamiferos. De formato
ovoide ou elipsoide, achatado e biconvexo, os eritrécitos sdo uma ferramenta de grande

relevancia no diagnostico de doengas e condigdes patologicas (FAZIO, 2019).

Dentro do conjunto de analises nucleares, a analise da morfometria dessas células
desempenha um papel crucial em diversas investigagdes cientificas (LAHNSTEINER,
2021) e pode fornecer informagdes sobre como o tamanho dessas células se adapta as
condigOes fisioldégicas, ambientais e aos diferentes habitos alimentares (ACAR et al.,
2019). Tanto fatores internos como estresse relacionado ao manejo e transporte, bem
como qualidade inadequada da agua e altas densidades populacionais, podem levar a
variagdes nos parametros morfométricos e nas analises hematolégicas em geral
(CLAUSS; DOVE; ARNOLD, 2008).

Os mecanismos responsaveis pelo surgimento das alteragbes nucleares em eri-
trocitos ainda nao foram totalmente desvendados. No entanto, um estudo realizado por
Shimizu et al. (1998) sugere que quando uma regiao afetada é detectada pela célula, um
processo de reparo ou eliminagéo da cromatina € iniciado. A porgao afetada é entao des-
locada para a periferia do nucleo e eliminada por meio de exocitose. Durante esse pro-
cesso de eliminagédo, a membrana nuclear pode apresentar imperfei¢cdes, resultando nas

anormalidades nucleares observadas (SERIANI et al., 2011).

As principais alteragdes nucleares foram delineadas por Carrasco, Tilbury e Myers
(1990) e incluem: Brotamento nuclear (Blebbed), os quais sao caracterizados por uma
pequena "bolha" ou evaginagao nuclear; nucleo lobulado (Lobed), que exibem projecdes
ou evaginagdes maiores, variando desde inchagos simples na superficie nuclear até a
formacgao de multiplos I6bulos; nucleo vacuolizado (Vacuolated), que apresenta uma ca-
vidade bem definida desprovida de qualquer material visivel; e invaginacao nuclear
(Notched), que contém um entalhe bem definido. Os eritrocitos binucleados (Binucleates),
também sdo uma alteracao nuclear, onde a célula apresenta dois nucleos de mesma cor
e foco (JINDAL; VERMA, 2015).

2.5.2 Teste de micronucleo

Micronucleo (MN) é um pequeno nucleo adicional ao citoplasma celular facilmente
identificavel por microscopia 6ptica. Durante as ultimas décadas, tem sido amplamente
utilizado como biomarcador de danos cromossémicos, instabilidade do genoma e quebras
na estrutura do DNA (SAMANTA; DEY, 2012).
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As alteragdes genéticas de um organismo exercem um impacto significativo nas
populacdes, abrangendo todas as camadas da organizagéo biolégica, desde o nivel mo-
lecular até o contexto de comunidades inteiras. Quando ocorrem modificagdes na estru-
tura do DNA, a viabilidade da espécie e sua eficiéncia reprodutiva podem ser profunda-
mente influenciadas, ressaltando a importancia da avaliagdo dos efeitos genotdxicos de
poluentes em animais (SAMANTA; DEY, 2012). Atualmente, existem diversas metodolo-
gias disponiveis para a investigagcado desses efeitos, permitindo a analise de danos estru-
turais em niveis moleculares e celulares, incluindo a formacao de adutos de DNA (SCH-
LENK et al., 2008).

Segundo Cort e Ghisi (2014), o ensaio dos micronucleos foi originalmente criado
por Schmid (1975), utilizando células da medula éssea de camundongos, e posterior-
mente adaptado por Hooftman e Raat (1982) para a analise de células sanguineas de
peixes mantidos em condi¢des laboratoriais, passando a ser conhecido como "Teste do
Micronucleo Pisceo" ou "Piscine Micronucleus Test". Esse método permite a deteccdo e
analise dos efeitos de substancias que provocam quebras nos cromossomos ou uma se-
gregacao anormal desses componentes celulares. Sendo aplicado em amostras de san-
gue periférico de peixes teledsteos em estudos de campo e bioensaios (AL-SABTI; MET-
CALFE, 1995).

Micronucleos sao estruturas resultantes de fragmentos cromossémicos acéntricos
OuU cromossomos que apresentam um atraso em sua migragao para os polos da célula
durante a fase de anafase. Esses fragmentos ou cromossomos n&o conseguem se ligar
corretamente ao fuso mitético e acabam sendo excluidos do nucleo principal, formando
micronucleos separados (AL-SABT; METCALFE, 1995; HEDDLE, 1973; SCHMID, 1975).

A formacgdo dessas anormalidades retrata um mecanismo pelo qual a célula eli-
mina o material genético ampliado (SHIMIZU; SHIMUARA; TANAKA, 2000). A presenca
de micronucleos nos eritrocitos de peixes expostos aos xenobioticos indicam a presencga
de substancias clastogénicas e aneugénicas, que s&o capazes de induzir danos ao ma-
terial genético desses organismos. Essas estruturas s&o resultantes da agdo dessas
substancias, evidenciando os efeitos genotoxicos dos compostos (DEL-GUERCIO;
CHRISTOFOLETTI; FONTANETTI, 2017).

Em um estudo de revisao conduzido por Canedo et al. (2021), que utilizou pesqui-
sas com a espécie de peixe Danijo rerio, observou-se que os herbicidas atrazina e ame-
trina, em concentragdes de 0,1 a 2,0 ug/L durante 96 horas, bem como o organofosforado
monocrotofos, induziram significativamente a formag&o de micronucleos. Isso demonstra

o potencial clastogénico desses pesticidas.



17

2.5.3 Histopatologia branquial

Na maior parte dos peixes teledsteos, as branquias sdo constituidas por quatro
arcos branquiais nos quais estao inseridas duas fileiras de filamentos branquiais ou la-
melas primarias. Na porgéao interbranquial, localizam-se além dos capilares sanguineos
trés tipos de células: as pavimentosas, as células de cloreto, responsaveis pelas trocas
ibnicas e as células mucosas, que desempenham a funcao de protecdo das branquias
encarregadas pela produgdo de muco (CARROLA; RIBEIRO; PINTO, 2022). As branquias
sao 6rgaos vitais nos peixes, e realizam diversas atividades fisiolégicas importantes, in-
cluindo trocas gasosas, equilibrio idnico e excregdo. Sua constante exposigdo ao ambi-
ente aquatico e sua ampla superficie tornam as branquias dos peixes suscetiveis aos
efeitos da poluigédo (POLEKSIC; MITROVIC-TUTUNDZIC, 1994; ROHANI, 2023). O tecido
branquial desempenha um papel crucial na respiragao através de um sistema de contra-
corrente circulatério, além de auxiliar no equilibrio do pH organico. O oxigénio presente
na agua € extraido e transferido para o sangue que circula nas lamelas branquiais. Esse
processo assegura uma alta eficiéncia na utilizagdo do oxigénio dissolvido na agua
(HUGHES, 1966).

As branquias constituem-se em um o6rgéo primario para o estudo das respostas
adaptativas ou lesivas frente as condicdes ambientais desfavoraveis do ambiente aqua-
tico (PERRY; LAURENT, 1993; SACHI et al., 2021). As lesdes branquias séo frequente-
mente investigadas em peixes coletados em ambientes naturais poluidos ou estudos con-
trolados, a fim de se avaliar as mudangas do ecossistema aquatico. Além disso, também
sao realizados estudos em peixes expostos a substancias especificas para validar essas
lesdes como biomarcadores de efeito (CANTANHEDE et al., 2014).

Alteragdes histolégicas no tecido das branquias de tilapia-do-Nilo (Oreochromis
niloticus), expostos a uma concentragao subletal de 0,86 ug/L de LC, foram descritas por
Fernandes et al. (2020). Em 96 horas de exposicdo, alguns espécimes apresentaram le-
sdes como proliferagao epitelial lamelar associadas a necrose, aumento da espessura do
epitélio lamelar primario e fusdes lamelares secundarias focais. Hiperplasia e hipertrofia
de células mucosas foram relatadas em todos os periodos, embora a ocorréncia dessa
alteracao tenha sido maior a partir de 168 horas de exposi¢céo. Velmurugan et al. (2007)
identificou alteragdes histolégicas nos tecidos branquiais de Cirrhinus mrigala sob a in-
fluéncia da LC, incluindo a ocorréncia de aneurismas, necrose epitelial, descamacao, au-
mento da espessura epitelial, edema, encurtamento das lamelas secundarias, fusao la-
melar e hiperplasia epitelial. Essas alteracdes foram observadas em exposi¢cdes as con-

centracdes de 0,3 e 0,6 partes por bilhao (ppb).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos subletais da exposicao ao piretréide LC em Astyanax lacustris,

utilizando marcadores genotoxicos e histopatologicos.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Comparar a resposta de grupos submetidos a diferentes periodos de exposigao
a LC, utilizando biomarcadores genotodxicos e histolégicos em peixes da espé-

cie A. lacustris;

e Descrever e quantificar alteragdes histopatolégicas do tecido branquial de A.

lacustris sob condi¢cdes de exposicao a LC aguda e crdnica; e

e Avaliar os efeitos genotoxicos do piretréide LC, com base na frequéncia de
anormalidades nucleares e micronucleos em eritrocitos de peixes A. lacustris

submetidos a uma concentragao subletal do composto.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL DE ESTUDO E AMOSTRAGEM

O estudo foi conduzido no setor de piscicultura da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul (UFMS/FAMEZ) e no Laboratério de Patologia Experimental (Lapex), no
Instituto de Biociéncias (Inbio). Foram utilizados 80 espécimes juvenis de Astyanax la-
custris de ambos os sexos (sem registro da proporgao sexual), mesma desova, com peso
de 3,52 + 1,44 g, tamanho de 6,65 + 0,95 cm e fornecidos por um produtor local creden-
ciado (Grupo Acorci Piscicultura). Inicialmente os peixes foram aclimatados por 30 dias
em uma caixa de polietileno com capacidade de 500 L, com renovacao parcial diaria de
30% da agua e sistema de aeracéo artificial com bomba de recirculagédo. A alimentacéo
foi realizada uma vez ao dia com racao extrusada 1,7 mm (AcquaLine/Supra Juvenil) com
46% de teor proteico. Os parametros de qualidade da agua como temperatura (23,6 + 1
°C), oxigénio (7,52 £ 1,23 mg/L) e pH (6,39 + 0,96) foram acompanhados a cada 24 horas
através de medidor multipardmetro Sanxin — Modelo SX751A, além da realizacao de tes-
tes rapido (Labcon Test) para o controle de aménia, nitrito e nitrato. Os procedimentos do
presente estudo estdo em concordancia com as normas do Comité de Etica em Experi-
mentacao Animal (CEUA) da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (Protocolo n°
1.211/2022).

4.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS E BIOENSAIO

Apo6s o periodo de aclimatagcdo, os peixes foram divididos em grupos de dez es-
pécimes cada, sendo alojados em caixas de polietileno com capacidade para 30 litros de
agua declorada, fornecida pela concessionaria local. Eles foram expostos a uma concen-
tracdo subletal de 1,5ug/L de LC, conforme a LCsy previamente estabelecida por Silva
(2021). Os grupos foram categorizados conforme o tempo de exposi¢ao: 1 dia (24 horas),
3 dias (72 horas), 6 dias (144 horas) e 12 dias (288 horas). A cada 24 horas, 0s peixes
eram transferidos, para novas caixas com agua limpa e declorada, ja preparadas com a
dose predeterminada de LC, a fim de manter a concentragdo constante. O produto qui-
mico em estudo n&o provocou alteragdes nas caracteristicas fisico-quimicas do sistema,

incluindo a temperatura, o oxigénio dissolvido e o pH.

Para o grupo controle de cada tempo de exposi¢cao, 10 espécimes foram separa-
dos e mantidos sob as mesmas condi¢des de temperatura, aeragao e alimentagdo. De

forma similar, a cada 24 horas, esses peixes eram transferidos, para caixas com agua
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100% renovada e sem cloro, a fim de replicar as mesmas condi¢gdes de possivel estresse

do grupo tratado causado pela troca de caixas.

Todos os grupos eram alimentados uma vez por dia e mantidos sob um fotoperiodo
de 12 horas, com aeracao constante através de uma bomba de recirculagao, controle de

temperatura e protegéo com tela antifuga de material sintético.

4.3 COLHEITA DE SANGUE, ENSAIOS DE ANORMALIDADES NUCLEA-
RES ERITROCITARIAS E TESTE DE MICRONUCLEO

Apo6s cada periodo de exposi¢cdo, todos os espécimes foram anestesiados com
eugenol (50 mg/L) (VIDAL et al., 2008), e realizada a transec¢ao do pedunculo caudal e
grandes vasos para colheita de sangue periférico em uma micropipeta previamente ba-
nhada em EDTA 3%. Posteriormente, foram confeccionadas 3 (trés) extensdes sangui-

neas para cada peixe para os ensaios de micronucleo e anormalidades nucleares.

As extensbes em lamina foram coradas por May-Grunwald-Giemsa-Wrigth
(MGGW), seguindo o procedimento descrito por Ayllon e Garcia-Vazquez (2000, 2001) e
Rodriguez-Cea, Ayllon e Garcia-Vazquez (2003).

Apos a montagem das laminas (Entellan Merck®), foi realizada a contagem de 1000
eritrécitos de cada individuo, em microscopia de campo claro (1000x de magnitude) e a
classificagao das alteragdes nucleares nas variagdes: eritrocitos binucleados, nucleos in-
vaginados, brotamento nuclear, nucleos vacuolizados e nucleos lobulados, de acordo

com Carrasco, Tilbury e Myers (1990) e Cestari (2014), conforme Figura 1.

Para a realizagédo do teste de micronucleo, sob uma abordagem de estudo duplo
cego, foram analisados nucleos de 3000 eritrécitos de cada individuo, divididos em 1000
células por lamina de acordo com Rocha, Deutschmann e Hollert (2020). A analise foi
conduzida em microscopia de campo claro com 1000x de magnitude, seguindo a classi-
ficacao proposta por Fenech (2000). Os critérios de inclusao utilizados para pontuar mi-
cronucleos foram os seguintes: 1) o micronucleo deve estar separado e apresentar a
mesma coloragao do nucleo principal; 2) o tamanho do micronucleo deve ser menor que
1/3 do nucleo principal; e 3) o micronucleo n&o deve ser refrativo, isto €, ndo deve exibir

caracteristicas opticas diferentes das do nucleo principal (Figura 1f).
4.4 ANALISE HISTOLOGICA

Apo6s a colheita do sangue, os espécimes foram eutanasiados conforme Concea

(2018) e, em seguida, fixados em solugcédo de Davidson por 24 horas, de acordo com as
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técnicas de Fournie, Krol e Hawkins (2000), apdés a separagcao da cabeca e corpo. A
seguir, foi realizada a disjungado dos arcos branquiais, e transferidos para uma solugao
de EDTA 10%, onde permaneceram por um periodo minimo de 4 dias para descalcifica-
¢ao. Em seguida, os tecidos foram submetidos a desidratagcdo em concentragdes cres-
centes de alcoois, diafanizagdo em xilol, impregnados e incluidos em Paraplast (Sigma
Aldrich®). Os cortes foram realizados em um micrétomo (KEDEE® modelo KD-3358) com
a espessura de 5 ym e corados com hematoxilina e eosina (LUNA, 1968, apud CANTA-
NHEDE et al., 2014) para descrig&o histolégica.

As analises histopatoldégicas foram conduzidas em microscopia de campo claro,
seguindo a classificagao estabelecida por Poleksic e Mitrovic-Tutundzic (1994) e Bernet
et al. (1999). O grau de alteracado observado levou em consideragao as caracteristicas da
reagdo padrao (a), bem como seu grau de reversibilidade (w). A Tabela 1 apresenta as
alteragdes histologicas nas branquias, juntamente com seus graus de reversibilidade.

Para estimar o indice de alteragdes histolégicas (IAH), utilizamos a seguinte equacéo:
IAH = 2alt (axw)

Onde ‘a’ representa a distribuicao do dano (0 - ausente, 1 - menor, 2 - mode-
rado/focal, 3 - severo/difuso) e ‘W’ representa o grau de reversibilidade do dano (1 - facil-
mente reversivel, 2 - alteragcdes moderadas com provavel reversdo apds exposigcao, 3 -

alteracgdes irreversiveis).

Tabela 1. Alteragdes histolégicas branquiais de acordo com o grau de reversibilidade.

1. Lesoes reversiveis; 2. Parcialmente reversiveis; e 3. Lesdes nao reversiveis.

Alteracoes Histolégicas Grau

Hipertrofia e Hiperplasia epitélio lamela primaria
Descamacao epitélio lamela secundaria
Espessamento epitélio lamela primaria
Proliferagao celular epitelial

Hiperplasia de células de muco

Hipertrofia de células de muco

Hemorragia

Edema lamelas secundarias

Aneurisma

B T e N . e T = N N

Hiperemia
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Ruptura epitélio lamelar secundario
Fusao de lamelas secundarias
Aderéncia lamelar secundaria

Fusao completa de lamelas secundarias

Cistos parasitarios

W W N N NMNDN

Necrose

Fonte: Elaborada pela autora com base em Poleksic e Mitrovic-
Tutundzic (1994) e Bernet et al. (1999)

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados referentes as anormalidades dos nucleos eritrocitarios (AN) e indice de
alteracdes histolégicas (IAH) foram comparados entre os grupos controle e tempos de
exposi¢ao, pela analise de variancia ndo paramétrica (ANOVA) modelo de Kruskal-Wallis
(KRUSKAL; WALLIS, 1952), com comparagdes pairwise pelo teste de Mann-Whitney (U).
As alteragcdes nucleares e a prevaléncia das lesdes teciduais de acordo com o grau de
reversibilidade (w1, w2 e w3) foram analisadas por um modelo multivariado de analise de
componentes principais (PCA - Principal Components Analysis) com método de correla-
¢ao entre tempos de expostos. Os softwares PAST (Hammer & Harper, Oslo/SW) e Gra-

phPrism 8.0 (San Diego, CA, USA) foram utilizados para as estas analises.
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5. RESULTADOS

5.1 ALTERACOES NUCLEARES

Apods a realizagédo das analises e contagem dos eritrocitos, foram identificadas as
seguintes alteragdes nucleares: eritrocitos binucleados, nucleos invaginados, brotamento
nuclear, nucleo vacuolizado e nucleos lobulados. A representagdo morfolégica dessas

anormalidades esta exemplificada na Figura 1.

Os resultados dessas analises podem ser observados na Figura 2a, que compara
os individuos controle (ndo expostos) com os individuos expostos a concentragcao de 1,5
Mg/L de LC em diferentes tempos de exposigdo. Para as anormalidades nucleares, os
resultados indicaram uma frequéncia maior de alteragdes nucleares eritrocitarias nos in-
dividuos expostos a LC nos periodos de 1, 3 e 6 dias. Para os micronucleos, a diferenca

foi observada no total de espécimes expostos (Figura 2b).

A analise dos componentes principais para a distribuicdo das anormalidades e mi-
cronucleos entre grupos (controle e expostos) reteve 73,8% da variancia, conforme Figura
3. Para o conjunto CP1, nucleos lobulados (LOB), brotamentos nucleares (BLEB) e nu-
cleos invaginados (NOT) foram os mais representativos (0.88, 0.79 e 0.76, respectiva-
mente). Para o conjunto CP2, foram os nucleos vacuolizados (VAC) e os eritrocitos binu-
cleados (BIN), com -0.71 e 0.70, respectivamente. Todas as anormalidades foram mais

evidentes a partir de 3 dias de exposicao.
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Figura 1. Fotomicrografia de eritrocitos de Astyanax lacustris expostos a concentragéo de
1,5 pg/L de lambda-cialotrina em laminas coradas com Giemsa. Alteragées nucleares. a)
Eritrécitos normais. b) Brotamento nuclear (bebbled). ¢) Eritrécito binucleado. d) Nucleo

vacuolizado. e) Nucleo invaginado (notched) e f) Eritrocito micronucleado. Escala em 10

um.
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Figura 2. Média e erro padréo da média (= epm) das anormalidades nucleares

eritrocitarias (a) e micronucleos (b) observados em Astyanax expostos a 1,5

ug/L de lambda-cialotrina. * representa diferenca (p < 0,05) entre controles e

expostos.
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Figura 3. Analise de componentes principais (PCA) das alteragbes nucleares
identificadas apds a exposig¢ao a 1,5 ug/L de lambda-cialotrina por 1, 3, 6 e 12
dias. Eritrocitos binucleados (BIN), nucleos invaginados (NOT), brotamento nu-
clear (BLEB), nucleos vacuolizados (VAC), nucleos lobulados (LOB) e micronu-
cleos (MICRO).

5.2 ANALISE HISTOLOGICA

As alteracdes histolégicas, nas branquias de A. lacustris, classificadas de acordo
com o indice de alteragdes histoldgicas (IAH) e a ordenacéao pelo grau de reversibilidade
das lesdes observadas estao representadas na Figura 4a. O indice de alteragbes histo-
I6gicas (IAH) foi superior em todos os periodos de exposi¢do em relagado aos controles.
Entre os expostos, houve crescimento nos valores médios, com maiores IAHs aos 6 e 12
dias de exposi¢cao. No entanto, as lesbes nesses periodos foram classificadas pelos es-
cores w1 e w2, as quais sédo de facil reversibilidade apds retiradas do agente estressor,
conforme a analise de componentes principais. No total, essa andlise reteve 88,1% da

variancia, sendo 66,6 para CP1 e 22,5 para CP2. Destes, w2 mostrou maior correlagao
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com CP1 (0,89) e w1 com CP2 (0,90). As lesbes classificadas com w3 (irreversiveis)

foram de baixa expressdo em todos os tempos (Figura 4b).

Exemplos das principais alteragdes histologicas estdo representadas na Figura 5.
Nos grupos expostos, foram encontradas lesées como descamacgao do epitélio e edema
nas lamelas secundarias, aderéncia lamelar, hiperplasia e hipertrofia das células de
muco, aneurisma, fusdo incompleta de lamelas secundarias e, em casos mais graves, a

fusdo completa das lamelas secundarias.
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Figura 4. Média (x epm) do indice de alteragdes histologicas (IAH) esti-
mado para espécimes de Astyanax lacustris expostos a 1,5 ug/L de
lambda-cialotrina (a) e analise de componentes principais considerando
a grau de reversibilidade das lesées (w1, w2 e w3) de acordo com o
tempo de exposicao (b). Letras diferentes representam efeito significa-
tivo (p < 0,05) entre os tempos de exposi¢ao; * representa diferenga (p
< 0,05) entre controles e expostos.
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Figura 5. Secgdes histologicas de amostras branquiais coradas em HE de Astyanax lacus-
tris controle e expostos a 1,5 ug/L de lambda-cialotrina. (a), (b) e (c), amostras controle; em
(a), sv, sulco venoso; Ip, lamela primaria; Is, lamela secundaria; ep, células epiteliais esca-
mosas; barra = 100 ym. (b), cc, células cloreto, cge, célula granulocitica eosincfilica; e,
eritrécitos; Ib, lamina basal do sulco venoso; barra = 10 ym. (c), por¢ao distal de uma lamela
branquial onde ha o término do sulco venoso (sv) revestido por uma fina camada de células
epiteliais e células e muco (cm); barra = 100 um. (d), espécime com 6 dias de exposi¢ao;
fragmento de lamela branquial apresentando formacgao inicial de aneurismas lamelares se-
cundarias (seta) junto a hiperplasia de células epiteliais da lamela primaria (%); barra = 50
pMm; no detalhe um segmento distal com aneurismas consolidados junto a capilares lamela-
res secundarios; (e), espécime com 6 dias de exposicao; fragmento branquial demonstrando
aneurismas lamelares secundarios (an); barra = 100 um. (f), espécime com 6 dias de expo-
sicao; edema ao longo dos capilares lamelares secundarios (seta) com a presenga de de-
positos de hemossiderina extra capilares (cabega de seta); barra = 50 um. (g), lamela bran-
quial demonstrando severa hiperemia vascular com deposi¢ao de exsudato seroso (*); es-
pécime com 12 dias de exposigdo. (h) e (i), amostras do tempo 12 de exposi¢ao; em (h),
porcao distal lamelar com severa fusao epitelial demonstrando descamagéo celular (setas)
com infiltrado de células granulociticas eosinofilicas (cabega de seta); em (i) detalhe da
fusdo lamelar e da descamacgao epitelial; ca, cartilagem lamelar. (g), (h) e (i), barra = 100

um.
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6. DISCUSSAO

O sangue é considerado um indicador fisiopatolégico do organismo, portanto, pa-
rametros sanguineos como os eritrocitos s&o importantes para diagnosticar a condigao
funcional e estrutural dos peixes expostos a substancias toxicas. Os eritrocitos séo capa-
zes de responder a varias pressdes ambientais, e alteragdes nesses eritrocitos sao um
indicador comum da presenga de contaminantes em corpos d'agua (NEPOMUCENO et
al., 1997). Devido ao seu amplo emprego no ambiente agricola e urbano, corpos d’agua

constituem um meio importante de contaminagao para os piretrdides sintéticos.

As atividades clastogénicas dos pesticidas podem levar a ocorréncia de disturbios
de ordens genéticas, teratogénese e carcinogénicas (XING et al., 2022). Portanto, a ana-
lise das anormalidades nucleares nos eritrocitos e a presenca aumentada de micronu-
cleos tornam-se importantes biomarcadores para se estimar efeitos genotdxico dos pes-
ticidas em populagdes vulneraveis (AMAEZE et al., 2020; GONCALVES et al., 2020).

Embora tenham ocorrido em todos os periodos de exposicao, o total de alteragdes
foi significativamente superior ao controle ja no dia 1, sugerindo um efeito precoce e
agudo da LC. As anormalidades mais comuns incluiam nucleos vacuolizados, invagina-
dos, brotamento nuclear, células binucleadas e nucleos lobulados. Embora os processos
exatos de origem dessas alteragdes nucleares ainda n&do tenham sido completamente
elucidados, a interferéncia dos contaminantes na replicacdo do DNA e nos estagios tar-
dios da mitose sdo considerados fatores para o surgimento dessas anormalidades
(HANDA; JINDAL, 2020). A formacao de células binucleadas geralmente ocorre devido a
falhas na citocinese, frequentemente causadas por desregulacdo cromossdmica. Tais fa-
Ihas no processo de divisdo do citoplasma, apds a mitose, levam ao surgimento de células
com dois nucleos. Weldetinsae et al. (2017) apontam que a presenga dessas células bi-
nucleadas indica anormalidades na divisdo celular e contribui para o desequilibrio gené-
tico nas células. Por outro lado, eritrécitos binucleados e invaginados destacaram a partir
do dia 3 e sugerindo e a presenga de aneuploidia (VENTURA; ANGELIS; MARIN-MORA-
LES, 2008) devido a dificuldade de formar fusos mitéticos causados por agdes aneugéni-
cas induzidas pela LC (OZKAN et al., 2011; MURANLI; GUNER, 2011).

As alteragdes tipicas de brotamento nuclear foram exclusivamente observadas a
partir do dia 3 de exposigcdo. Pampalona et al. (2010) demonstram que este processo esta
diretamente ligado a amplificagdo genética, uma condigao que promove instabilidade no
material genético e resulta no aprisionamento do DNA na membrana nuclear, especial-

mente apds a divisdo celular. Além disso, Lindberg et al. (2007) sugerem que o
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brotamento nuclear observado pode ser o resultado de pontes quebradas formadas pelo
encolhimento do material nucleoplasmatico em dire¢do ao nucleo. Este encolhimento con-
tribui para a formacao de estruturas instaveis no nucleo, reforcando a conexao entre al-

teragdes nucleares e a instabilidade genémica.

Nucleos lobulados foram notados em todos os periodos de exposi¢ao, apresen-
tando maior expressividade nos dias 6 e 12. Embora sejam tipicamente incomuns, podem
ser observados em até 20% das células expostas a compostos genotdxicos, incluindo
agentes antineoplasicos (CAVAS; ERGENE-GOZUKARA, 2005). Conforme descrito por
Fernandes, Mazzeo e Marin-Morales (2007), os nucleos lobulados estdo diretamente li-
gados a dificuldades na acumulagéo de tubulina durante a formagao do fuso mitético em
citocinese, um processo influenciado pela aneugenicidade. Além disso, Ghisi et al. (2014)
afirmam que, a etiologia de alteragdes nucleares em eritrocitos de peixes, como a invagi-
nagao nuclear, permanece amplamente desconhecida. No entanto, essas modificagdes
parecem estar associadas a variagdes nas proteinas do citoesqueleto, essenciais para

manter a morfologia nuclear.

Os eritrocitos vacuolizados, particularmente evidentes nos periodos 1, 6 e 12 de
exposi¢cao foram previamente descritos por Ateeq, Ali e Ahmad (2002) como resultantes
da interrupgéo da solubilidade lipidica de suas membranas por efeitos toxico-quimicos. O
estudo de Ateeq, Ali e Ahmad (2002) demonstra que substancias quimicas induzem con-
dicdes hipoxicas, reduzindo o ATP e levando ao desenvolvimento de eritrécitos com for-
matos anormais. Essa sequéncia de eventos, frequentemente culmina em apoptose das

células afetadas.

Aos 12 dias de exposicdo, observou-se diminuicdo na quantidade de alteragdes
nucleares, em comparagao aos valores observados nos demais periodos. Uma explica-
¢ao para isso poderia ser que um maior tempo de exposi¢cdo pode causar a mortalidade
celular ou atraso no ciclo celular. Ou seja, essa variagao nas frequéncias das alteragdes
nos diferentes tempos de exposicdo pode estar relacionada a cinética das células san-
guineas e a reposicao eritrocitaria. Estudos indicam que a exposicdo de peixes a altas
doses de pesticidas ou a doses subletais (ADEDEJI; ADEYEMO; AGBEDE, 2009), bem
como a metais pesados como niquel (OLOLADE; OGINNI, 2010) e chumbo (ADEYEMO,

2007), tende a reduzir significativamente os indices de reposi¢ao eritrocitaria.

Dessa forma, a diminuigao na frequéncia de alteragdes nucleares pode estar rela-
cionada a degradagéo da LC ou a um mecanismo de adaptagao em relagdo ao pesticida.
Uma possivel explicagio para essa resisténcia dos peixes € a aquisicdo de tolerancia por

aclimatacao fisiologica durante exposi¢cdes prolongadas a concentragdes subletais. Foi
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observada uma tendéncia semelhante em peixes expostos aos poluentes do Rio Lambro,
com um aumento na frequéncia de alteragdes nucleares em eritrécitos periféricos apos 7
dias de exposicao, que nao se intensificou apds 15 e 30 dias. Portanto, a reducao das
anormalidades nucleares pode ser uma caracteristica intrinseca adaptativa, ja que célu-
las contaminadas tendem a ser removidas do organismo mais rapidamente que as nao
danificadas (FLORA; BENNICELLI; BAGNASCO, 1994).

Os micronucleos sao formados durante a divisao celular e refletem efeitos citoge-
néticos, ou seja, perda de fragmentos cromossémicos ou cromossomos inteiros que nao
estao incluidos no nucleo principal apds a anafase. O teste de micronucleo em peixes
tem potencial para detectar efeitos clastogénicos e aneugénicos de contaminantes em
meio aquatico (AL-SABT e METCALFE, 1995). Neste estudo, observou-se a presenca de
micronucleos em eritrocitos de A. lacustris em todos os intervalos de exposicdo a LC, e
a taxa de ocorréncia dessa alteracao nao apresentou diferengas consideraveis nos inter-
valos. No entanto, a contagem total de micronucleos encontrados nos grupos expostos
foi significativamente superior em comparagao com a contagem total nos grupos de con-

trole.

Uma hipotese para a baixa frequéncia de micronucleos nos periodos de exposicao,
se deve as limitagdes temporais deste teste como biomarcador ambiental. Os micronu-
cleos surgem como uma resposta imediata a danos citogenéticos, mas sua presenga em
organismos é geralmente breve, pois as células afetadas tendem a ser eliminadas mais
rapidamente do que as células integras (FLORA et al., 1993), um fendmeno previamente
observado por Muranli e Guner (2011) ao exporem espécimes de Gambusia affinis a di-
ferentes concentragdes de LC por 48h. Ademais, deve ser levado em consideracio que,
segundo revisdo de Tamanho, Battisti e Baroni (2022), a frequéncia de micronucleos in-
duzida por pesticidas geralmente é relatada como variavel de acordo com o tempo de
exposicao, concentragdo, condicdes de exposicao dos peixes de agua doce e o tipo de
poluente empregado. Embora a LC nao tenha induzido de forma acentuada a formagéao
de micronucleos nos intervalos estudados, notamos claramente que a contagem total de
micronucleos nos grupos expostos sugere um indicativo potencial genotdxico desse pire-
tréide para o A. lacustris. Assim, a eficacia da aplicagdo do teste de micronucleos em
espécies de peixes de agua doce em ensaios laboratoriais de toxicidade com LC, pode
ser confirmada, corroborando resultados prévios de outros estudos utilizando diversos
modelos experimentais como, Cheirodon interruptus interruptus (CAMPANA et al., 1999),
Garra rufa (CAVAS; ERGENE-GOZUKARA, 2003), G. affinis (MURANLI; GUNER, 2011),
Labeo rohita (GADHAVE et al., 2014), Oreochromis mossambicus (NAQVI; SHOAIB; ALl,
2016) e o Clarias gariepinus (AMAEZE et al., 2020).
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As branquias desempenham fung¢des cruciais, como respiragao, regulagédo osmoé-
tica, manutencao do equilibrio acido-base e eliminagéo de residuos nitrogenados. Esse
orgéo é extremamente sensivel a qualidade da agua e a presenga de poluentes, devido
as suas estruturas filamentosas e lamelares, que proporcionam uma grande area de con-
tato direto e continuo com a agua (ROHANI, 2023). O tecido epitelial branquial, sendo a
principal superficie de interagdo com o ambiente externo, torna-se um alvo significativo
para os contaminantes aquaticos. Os compostos piretroides, devido a sua alta lipofilici-
dade, podem aderir a superficie das branquias quando presentes na agua, levando a
danos histopatoldgicos (BHARDWAJ et al., 2020). Nesse contexto, a analise das altera-
¢oes histolégicas nas branquias de teledsteos provocadas pela exposi¢cao aos piretréides
tem ganhado atengéo crescente em pesquisas toxicoldgicas (ALALIBO; PATRICIA; RAN-
SOME, 2019; MAJUMDER; KAVIRAJ, 2022; UVAISH et al., 2023).

No presente estudo, observou-se que o tecido branquial dos peixes expostos a
LC sofreu alteragdes histolégicas em todos os periodos avaliados. Essas alteracdes his-
topatologicas progrediram e intensificaram-se proporcionalmente a duragdo da exposi-
¢ao, especialmente nos intervalos de 3, 6 e 12 dias, evidenciando uma resposta prolon-
gada, conforme observado previamente por Fernandes et al. (2020) em Oreochromis ni-

loticus submetidos a exposigao subletal de 0,86 ug/L de LC.

Apbs 24 horas de exposicdo, as principais alteracdes observadas em A. lacustis
incluiram hipertrofia e hiperplasia das células de muco. De acordo com Diaz et al. (2009),
estas células, situadas no epitélio das branquias, produzem muco para defesa contra
fatores adversos do meio. De forma excessiva, pode ser considerada uma resposta aguda
frente a um estressor ambiental (YANCHEVA et al., 2022).

Os resultados deste estudo estdo de acordo com os de Bej et al. (2021), que su-
gerem que a producao aumentada de muco pode ser uma reac¢ao defensiva e protetora
para atenuar a irritagdo provocada pelos pesticidas testados. Uchenna, Uka e Obiahu
(2022) apontam que as células produtoras de muco podem ser eficazes na apreensao de
substancias toxicas, contribuindo assim para impedir a penetracao de agentes prejudici-
ais nas branquias. Porém, a secregdo excessiva de muco pelas células branquiais, em
resposta a condi¢gdes estressantes, funciona como uma forma de defesa crénica. Leo-
nardo et al. (2001) e Fracacio et al. (2003) relataram, no entanto, que a eficiéncia das

branquias pode ser negativamente afetada dependendo da gravidade desse processo.

Alteragdes histoldgicas, incluindo edema intralamelar, hiperemia vascular, hemor-
ragia e proliferacao do epitélio nas lamelas primarias, foram frequentemente observadas

no grupo exposto ao pesticida no dia 3. Essas lesbes denotam processo inflamatério
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agudo, como indicado no estudo de Somdare et al. (2015), em Clarias gariepinus quando

expostos ao pesticida organofosforado fenthion.

Nos grupos expostos por 6 e 12 dias, observaram-se lesdes, incluindo edema in-
tralamelar, aderéncia entre lamelas, proliferacao do epitélio lamelar primario e fusao par-
cial e completa lamelar. Tais alteragdes histolégicas atuam como mecanismos de defesa,
reduzindo a area de superficie exposta das branquias e reforgando a barreira contra a
difusdo de poluentes (KARLSSON-NORRGREN et al., 1985; ERKMEN; KOLANKAYA,
2000). Contudo, essas reagbes também prejudicam a eficiéncia das trocas gasosas
(MCDONALD; WOOD, 1993). A dilatagdo dos vasos e o consequente aumento do fluxo
sanguineo nas lamelas ocasionalmente causam a ruptura das células pilares e dos capi-
lares sanguineos, diminuindo sua capacidade de suporte e resultando em aneurismas
lamelares, como observado neste estudo. Essas alteragbes foram previamente reporta-
das por Al-Ghanbousi, Ba-Omar e Victor (2012) em Aphanius dispar expostos ao pire-

tréide tipo Il, deltametrina.

No presente estudo, o conjunto das alteragdes histologicas foram quantificadas
pelo indice de alteragdes histologicas (IAH) conforme os critérios propostos por Poleksic
e Mitrovic-Tutundzic (1994) e Bernet et al. (1999). Assim, as lesdes sao classificadas pelo
seu grau de reversibilidade bem como sua intensidade (distribuicao) no tecido. Os perio-
dos 3, 6 e 12 foram bem distintos quantos aos graus w1 e w2. Os grupos controles e
periodo de 1 dia de exposigao foram semelhantes quanto aos achados histopatoldgicos.
Cabe ressaltar que independente do tempo de exposicao, as lesdes se apresentaram de
carater reversivel, ou seja, a retirada dos peixes do ambiente aquatico com LC pode re-
sultar em retorno a estrutura e possivel funcionalidade normal do tecido branquial. Esse
quadro é semelhante ao observados em outras espécies expostos a diferentes compostos
piretréides e podem ser considerados com adaptativos (CUNHA et al., 2018; FERNAN-
DES et al., 2020; FARAG et al., 2021).
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7. CONCLUSAO

Este estudo € o primeiro, até onde sabemos, a avaliar os efeitos genotdxicos as-
sociados as alteracdes histopatologicas do tecido das branquias em A. lacustris expostos
ao piretréide LC. Nossos resultados indicam que o A. lacustris, uma espécie de peixe
nativa, apresenta potencial para ser utilizado como bioindicador em programas de moni-
toramento ambiental. Testes de toxicidade em laboratério com essa espécie podem ser
implementados para investigar o efeito da LC e seu potencial toxico no ambiente aquatico
dulcicola.

A avaliacdo das alteragdes nucleares associadas ao teste de micronucleo, obser-
vadas neste estudo, reflete danos genéticos e cromossémicos que podem ocorrer devido
a exposicao subletal a LC, destacando seu potencial genotdxico. Os resultados também
apontam que a LC, mesmo em doses subletais, é capaz de promover tais alteracdes até
12 dias de exposi¢gao, bem como o surgimento de lesdes no tecido branquial de forma
progressiva, mas reversivel. As consequéncias dessas alteracbes podem resultar no

comprometimento parcial nas trocas gasosas.

Estudos dos efeitos causados por contaminantes no ecossistema aquatico sao re-
levantes do ponto de vista ecologico uma vez que estes, s&o na sua maioria, constituidos
por espécies nativas. Nesse sentido, esforgos devem ser continuados no sentido de in-
tegrar as melhores praticas de manejo para prevenir ou minimizar a contaminagao destes
ambientes e, consequentemente, prevenir riscos inerentes aos efeitos toxicolégicos na

ictiofauna.
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