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“O que aconteceu com o nascer do sol? E a chuva?

O que aconteceu com tudo Que vocé disse que iriamos ganhar?

E os campos de exterminio? Vamos ter um descanso?

E o que vai acontecer com tudo Que vocé disse que era meu e teu?
Vocé ja parou pra pensar Sobre todo o sangue derramado?

J& parou pra pensar Que a Terra, 0os mares estdo chorando?

O que fizemos com o0 mundo? Olhe o que fizemos

E a paz Que vocé prometeu a seu Unico filho?

O que aconteceu aos campos floridos? Vamos ter um descanso?

O que aconteceu com todos os sonhos Que vocé disse serem teus e meus?
Vocé ja parou pra pensar Sobre todas as criangas mortas com a guerra?
Vocé ja parou para a noticia que a Terra esta chorando, a sua terra chorando

Eu costumava sonhar

Costumava viajar além das estrelas
Agora ja ndo sei onde estamos
Embora saiba que fomos longe demais

O que vai ser do passado? (E de nés?)

E os mares? (E de nés?)

O céu esta caindo/ Nao consigo nem respirar

E a terra sangrando? N&o conseguimos sentir as feridas?
E o valor da natureza? E o ventre do nosso planeta

E os animais? Fizemos de reinados, poeira

E os elefantes? Perdemos a confianca deles?

E as baleias chorando? Estamos destruindo os mares

E as florestas? Queimadas, apesar dos apelos

E a terra prometida? Rasgada ao meio pelos dogmas

E 0 homem comum? N&o podemos liberta-lo?

E as criancas chorando? N&o consegue ouvi-las chorar?
O que fizemos de errado? Alguém me fale o porqué

E os bebés? E os dias?

E toda a alegria? E 0 homem?

O homem chorando? E Abrado?

E a morte de novo?

A gente se importa?”

---- Michael Jackson (Earth Song)
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RESUMO GERAL

A populacdo humana mundial em 1950 era de 2,5 bilhdes. Em 2000 ja havia mais
de seis bilhdes de pessoas no planeta. O crescimento populacional apresenta-se
como um fator negativo frente a disponibilidade dos recursos naturais. A 4gua se
constitui atualmente um fator limitante para o desenvolvimento agricola, urbano e
industrial. Rios, lagos e oceanos sao frequentemente usados como esgotos a céu
aberto, sendo os JUltimos recipientes de toda a poluicdo. Agrotoxicos,
derramamento de Oleo, metais pesados, detergentes e lixos industriais podem
prejudicar e matar organismos que vivem em ambientes aquaticos. Surge assim a
necessidade de se avaliar os efeitos que essas substancias podem causar nestes
organismos, bem como a necessidade de padronizar as metodologias de
avaliacdo dos danos causados por tais substancias. Neste trabalho pesquisou-se
os efeitos que uma exposicado subcrbnica de 60 dias ao agrotoxico Fipronil, nas
concentragdes de 0,05ug/L, 0,10ug/L e 0,23ug/L, pode causar no peixe Rhamdia
quelen através do teste do Micronudcleo Pisceo, do Ensaio Cometa com branquia
e de analise histopatoldgicas das branquias. Os resultados para o Ensaio Cometa
e para lesbes histopatologicas branquiais ndo mostraram diferenca entre o
controle negativo e os grupos contaminados. Para o teste do Micronucleo Pisceo,
a menor concentracdo de Fipronil mostrou-se igual ao grupo controle, e as demais
concentragdes, acima do controle, com relagcdo a taxa de dano ao DNA. Esses
resultados indicam que as concentracfes testadas de Fipronil ndo foram
suficientes para se detectar grandes alteraces no DNA de Rhamdia quelen com
os testes escolhidos. Talvez a aplicacdo de novos testes, mais precisos podem
revelar alguma alteracao. Durante o experimento foram feitas duas padronizagcfes
de metodologia: uma para o Teste do Micronucleo Pisceo, que concluiu que a
contagem de somente mil células é suficiente para se obter resultados confiaveis;
e outra para o Ensaio Cometa, onde se padronizou o soro bovino fetal como a
melhor solucdo de estoque para até 48 horas.
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GENERAL ABSTRACT

In 1950 the human population in the world was around 2.5 billion people. In 2000
there were over six billion on the planet. Population growth is a negative factor
against the availability of natural resources. The water is currently an limiting factor
for agricultural, urban and industrial development. Rivers, lakes and oceans are
often used as sewers, and the ultimate recipient of all pollution. Pesticides, waste
and oil spills, metals, urban and industrial waste can harm and kill organisms living
in aquatic environments. These situations create the need to evaluate the effects
these substances can cause to these organisms. This study therefore
investigated, through the Piscine Micronucleus test, the Comet Assay with gill and
histopathological analysis of the gills, the effects of the insecticide Fipronil in
concentrations of 0.05 ug / L, 0.10 pg / L and 0.23 pg / L, on fish Rhamdia quelen.
The results for the Comet test and histopathological gill lesions showed no
difference between the negative control and contaminated groups. For the
micronucleus piscine test, the lower concentration of Fipronil was equivalent to the
control group and the other concentrations, above the control, when compared
with the rate of DNA damage. These results indicate that concentrations of fipronil
tested were not sufficient to detect a change in the DNA of Rhamdia quelen with
the chosen tests; perhaps more accurate new tests could reveal any changes.
During the experiment were done two standardization methods: one for the piscine
micronucleus test, which concluded that the counting of only a thousand cells is
sufficient to obtain reliable results, and other for the Comet assay, where
standardized fetal bovine serum as the best solution for stock up to 48 hours.



1. INTRODUCAO GERAL

. SUSTENTABILIDADE E O CRESCIMENTO DA POPULA(;AO
HUMANA

Chamar uma atividade de “sustentavel”’ significa que ela pode ser
continuada e repetida em um futuro previsivel. Portanto a preocupacao surge
porque grande parte das atividades humanas séo nitidamente insustentaveis. A
populacdo humana global ndo poderé continuar aumentando de tamanho; nao
poderemos continuar a retirar peixes do mar mais rapido do que a capacidade
de repor os cardumes perdidos, se quisermos ter peixes para alimentar as
geracdes futuras. Nao podemos continuar a explorar culturas agricolas em
florestas se a qualidade e a quantidade do solo se deteriora e 0S recursos
hidricos se tornam improprios para uso de qualquer ser vivo; ndo podemos
continuar a usar 0s mesmos agrotoxicos se um numero crescente de pragas se
tornarem resistentes a eles; ndo poderemos manter a diversidade da natureza
se continuarmos a provocar extincdo das espécies (TOWSEND; BEGON;
HARPER, 2006).

A raiz de muitos problemas ambientais, para néo dizer de todos, nos
coloca diante do “problema” dos efeitos de uma grande populagdo de humanos
em crescimento (Figura 1). Mais pessoas significa um aumento na demanda
por energia, um maior consumo de recursos nao-renovaveis como petroleo e
minerais, mais pressao sobre recursos renovaveis como peixes e floresta, mais
necessidade de producéo de alimentos pela agricultura e assim por diante. O
debate €, sem duvida, o da sustentabilidade: as coisas ndo podem continuar
como estdo (TOWSEND; BEGON; HARPER, 2006). A tudo isto se acrescenta

ainda o aumento na poluicdo ambiental como consequéncia.
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FIGURA 1. CRESCIMENTO POPULACIONAL MUNDIAL ENTRE OS ANOS DE 1980 E 2050
(PREVISAO) E O NUMERO DE ANOS QUE LEVA PARA ADICIONAR CADA BILHAO DE
HABITANTES A TERRA.

FONTE: <http://wapedia.mobi/pt/Crescimento_populacional?t=2>

Por sua vez, enquanto a populacdo atual do mundo (quase sete bilhdes
de habitantes) duplicou na ultima década, a demanda total de agua cresceu
seis vezes, para uso doméstico, industrial e principalmente agricola, segundo
dados das NagOes Unidas (2000). Este processo agravou sobremaneira os
problemas gerados pela falta de sintonia entre a distribuicdo das aguas na
Terra e a sua populacdo. Desta forma, a alternativa mais barata e viavel para
abastecer a crescente populacdo mundial € aprender a usar a agua disponivel
de forma cada vez mais eficiente. Vale salientar que a demanda de agua no
mundo aumenta mais rapidamente do que a populacdo, sob a pressdo das
mudancas dos habitos de higiene e da necessidade de se alcancar uma
produtividade cada vez maior de alimentos e sobretudo produtos industriais
(REBOUCAS, 2001).

ll. SUSTENTABILIDADE DA AGUA COMO UM RECURSO
A &gua se constitui, atualmente, no fator limitante para o
desenvolvimento agricola, urbano e industrial, tendo em vista que a

disponibilidade per capita de agua doce vem sendo reduzida rapidamente, face
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ao aumento gradativo da demanda para seus multiplos usos e a continua
poluicdo dos mananciais ainda disponiveis (SAUTCHUK et al. 2005).

A escassez de agua nao pode mais ser considerada como atributo
exclusivo de regifes aridas e semi-aridas. Muitas areas com recursos hidricos
abundantes, mas insuficientes para atender a demandas excessivamente
elevadas, também experimentam conflitos de usos e sofrem restricbes de
consumo que afetam o desenvolvimento econdmico e a qualidade de vida.
(SAUTCHUK et al. 2005).

A poluicdo da agua pode ser originada por diversos fatores: esgoto
industrial e domeéstico, fertilizantes e agrotoxicos, entre outros. A 4gua que €&
contaminada é um bem especialmente valioso. Sua contaminacéo é muito facil,
mas 0 mesmo nao se pode dizer de sua descontaminacado, a qual muitas vezes
é dispendiosa e em alguns casos impossivel de ser executada (TOWSEND;
BEGON; HARPER, 2006).

No novo paradigma da globalizac&o, porém, a disponibilidade de agua
doce torna-se cada vez mais um negocio e fator econdmico competitivo do
mercado. A falta de consideracédo ou de conhecimento desta perspectiva vem
colocando a América Latina, em geral, e o Brasil, em particular — cujos
potenciais de agua doce sdo os maiores do mundo — na vala comum dos
paises desenvolvidos e periféricos que, efetivamente, jA enfrentam problemas
de escassez de dgua (REBOUCAS, 2001).

Os mananciais para abastecimento publico no Brasil tém apresentado
uma progressiva deterioracdo quanto a qualidade de suas aguas. Estudos
realizados em diferentes regiées do pais (ANDREOLI et al. 1999; REBOUCAS,
1999) déo conta de que a demanda do consumo de agua tem aumentado
significativamente e a disponibilidade hidrica em condicao de utilizacao para
fornecimento a populagéo ndo tem crescido na mesma propor¢cdo (ANDREOLI;
CARNEIRO, 2005).

A demanda por um suplemento limpo e seguro de agua para beber,
para agricultura e recreacdo tem aumentado rapidamente nos ultimos anos.
Aguas receptoras, como lagos, rios e areas costeiras marinhas s&o receptaculo
de enormes quantias de descartes derivados diretamente de industrias,
agricultura e estabelecimentos urbanos ou indiretamente da deposicao

atmosférica de emissdes transportadas por via aérea. Presente nesta agua



estd uma mistura complexa de substancias toxicas com um crescente namero
de contaminantes que representam uma ameaca tanto a ecossistemas
aguaticos quanto a saude e bem-estar das populacdes humanas (POLLACK;
CUNNINGHAM; ROSENKRANTZ, 2003).

Segundo Barros, Silva e Sosa (2005) as principais causas da
deterioragdo das bacias hidrograficas e, consequentemente, dos mananciais,
sdo: desmatamentos, falta de conservacédo dos solos nas pastagens, lavouras
e estradas, assoreamento, introducdo de descargas de agrotoxicos, poluicdo
por esgotos e lixos domésticos e hospitalares, esgotos industriais e da
agricultura (por agrotéxicos e suas embalagens) e a expansao urbana, com a
ocupacdo desordenada do solo, sem planejamento ambiental ou urbano
adequado. O crescimento fisico das cidades em direcdo aos mananciais tem
causado sérios transtornos, muitas vezes exigindo seu deslocamento para
outras areas. Inumeros mananciais vém sofrendo grande pressdo e outros
tantos estdo sendo degradados a ponto de serem extintos, principalmente nas
proximidades das grandes cidades ou metrépoles.

Estes fatores e seus efeitos ndo ocorrem de forma isolada, havendo
uma inter-relacdo dos fatores urbanos, industriais e rurais na degradacéo dos
mananciais e consequentemente na qualidade da agua (BARROS; SILVA;
SOSA, 2005).

Os rios, os lagos e os oceanos sdo frequentemente usados como
esgotos a céu aberto para os descartes industriais e residenciais. Agrotoxicos,
derramamento de 6leo, metais pesados, detergentes e lixos industriais podem
prejudicar e matar organismos que vivem em ambientes aquaticos. Em
contraste com o lixo jogado no ambiente terrestre, que tem basicamente efeitos
locais, o lixo téxico em ambientes aquaticos pode ser transportado por
correntes e disperso em uma grande area. Esses poluentes, mesmo em niveis
baixos, podem ser concentrados em niveis letais pelos organismos aquaticos
filtradores ou topo de cadeia (PRIMACK; RODRIGUES, 2001).

Grande parte dos centros urbanos utiliza represas de forma direta ou
indireta para captacdo da agua. Esses reservatorios sdo ambientes lacustres
resultantes do barramento artificial de rios, criados normalmente com o objetivo
de contencdo de cheias e armazenamento de agua, regularizando a vazéo e a

disponibilidade de desta nos rios proximos aos centros urbanos (VON



SPERLING, 1999). Normalmente localizam-se em areas que vém sendo
pressionadas de forma crescente pela expanséo urbana irregular, falta de infra-
estrutura basica (saneamento e lixo) e degradacdo do solo em suas bacias
hidrograficas (ANDREOLI; CARNEIRO, 2005).

Esses fatores associados as caracteristicas intrinsecas destes novos
ambientes tém induzido problemas crescentes na qualidade da agua para
abastecimento publico, com o acumulo de poluentes e desenvolvimento de
organismos como algas, que s&o potencialmente produtores de toxinas
(ANDREOLI; CARNEIRO, 2005).

Durante as trés Ultimas décadas tém aumentado o interesse da
comunidade cientifica e das agéncias regulatérias em relacdo a deteccao,
conhecimento e controle sobre os agentes ambientais responsaveis por danos
a saude humana e a sustentabilidade dos ecossistemas (DA SILVA; HEUSER;
ANDRADE, 2003). Este interesse foi intensificado em razdo do constante
crescimento populacional e o consequente aumento da industrializacdo, bem
como a utilizacao inadequada de recursos naturais.

A demanda total de agua no mundo é de apenas cerca de 11% da
vazao média dos rios, 70% utilizados pelas atividades agricolas, 20% pelas
industrias e 10% referentes a demanda do consumo doméstico e uso
consumptivo municipal (Figura 2) (REBOUCAS, 2001). Uso consumptivo da
agua é considerado aquela agua que apdés sua utilizacdo nao é devolvida a
bacia onde a mesma esté localizada (THOMAZ, 2001).

Desta forma, a crise atual de abastecimento de A&agua resulta
fundamentalmente da ma distribuicdo dos potenciais de agua doce disponiveis,
a qual vem sendo sensivelmente agravada pelo crescimento desordenado das
demandas locais e, sobretudo, pelo fato de a degradacdo da sua qualidade ter
atingido niveis ndo previstos, tanto no meio urbano quanto no rural
(REBOUCAS, 2001).

No Brasil, o meio rural vem sofrendo severamente os impactos das
atividades desenvolvidas tradicionalmente nas cidades, a medida que sé&o
lancados cerca de 90% dos esgotos domésticos nao-tratados nos rios, 0s quais
degradam a qualidade das aguas que fluem por centenas de quildmetros rio
abaixo (REBOUCAS, 2001).
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FIGURA 2. COMO E POR QUEM A AGUA DOCE DO MUNDO E UTILIZADA NO MUNDO.
FONTE: NATIONAL GEOGRAPHIC, 2001.

lll. ECOTOXICOLOGIA

O termo ecotoxicologia foi introduzido por Truhaut em 1969 e foi
derivado das palavras ecologia e toxicologia. A introducao deste termo refletiu
um interesse crescente sobre os efeitos dos poluentes ambientais sobre outras
espécies além da humana. A toxicologia ambiental, em seu senso amplo
compreende os efeitos dos quimicos sobre o ecossistema como um todo. E a
ecotoxicologia é uma disciplina dentro do grande campo da toxicologia
ambiental.  Truhaut definiu ecotoxicologia como “o ramo da toxicologia
preocupado com o estudo de efeitos toxicos causados por poluentes naturais
ou sintéticos, sobre quaisquer constituintes dos ecossistemas: animais
(incluindo seres humanos), vegetais ou microorganismos, em um contexto
integral (WALKER et al. 2006).

Poluentes ambientais sdo considerados substancias que existem em
niveis julgados estar acima daqueles que normalmente ocorreriam em um
componente particular do ambiente. Isto imediatamente origina a questao de “o
que é considerado natural?”. Com a maioria dos poluentes organicos
produzidos pelo homem, tal como agrotoxicos, a situacao é simples — nenhum
nivel detectavel é normal, pois 0 composto ndo existe no ambiente até que seja

liberado pelo homem. Por outro lado, poluentes como os metais, dioxido de



enxofre, 6xido de nitrogénio, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHS), e
metilmercurio sdo de ocorréncia natural e estavam presentes no ambiente
antes do aparecimento do ser humano. Naturalmente, h4 uma variacdo na
concentracdo desses contaminantes de um lugar a outro, de tempos em
tempos. Isso complica o julgamento da escala daquilo que é natural (WALKER
et al. 2006). Além disso, a ocorréncia natural de uma substancia no meio
depende da sua origem, da sua concentracao e biodisponibilidade.

O termo poluente indica que a substancia se descreve por causar
prejuizo ambiental real, enquanto o termo contaminante implica que a
substancia ndo é necessariamente prejudicial. Ainda assim hé dificuldades com
essa distincdo. Primeiro, h& o principio toxicologico geral onde a toxicidade é
relacionada a dose. Assim, uma substancia pode responder a descricdo de
poluente em uma situacdo, mas ndo em outra. Segundo, ndo ha acordo geral
sobre o0 que constitui prejuizo ambiental ou dano. Alguns cientistas consideram
mudancas bioguimicas deletérias em organismos individuais como prejudiciais;
outros reservam o termo para decréscimos de populacdo. Terceiro, os efeitos
dos niveis medidos de substancias em organismos vivos — Ou em Seus
ambientes — séo frequentemente conhecidos, ainda que o termo poluente seja
frequentemente aplicado a eles. Julgamentos deste assunto sdo mais dificeis
pela possibilidade que haja potenciacdo de toxicidade gquando os organismos
sdo expostos a misturas de substancias (WALKER et al. 2006).

Para minimizar esses problemas de terminologia usa-se o termo
poluente para substancias quimicas ambientais que excedem o0s niveis normais
e causam dano. Dano inclui mudancas bioquimicas e fisiologicas que
adversamente afetam organismos individuais, nascimento, crescimento, taxas
de mortalidade (WALKER et al. 2006) e reproducéo.

Se o contaminante é um poluente também depende de seu nivel no
ambiente, do organismo considerado, e se o organismo € danificado. Assim,
um composto pode responder a descricdo de poluente para um organismo,
mas nao para outro (WALKER et al. 2006).

Uma caracteristica empolgante da ecotoxicologia é que ela representa
uma abordagem de molécula a ecossistema que se relaciona a uma
abordagem de gene a fisiologia. Assim, poluicdo por metal, chuva acida, e

aplicacdo de agrotoxicos tem afetado ecossistemas inteiros, as vezes com



consequéncias dramaticas para as populacdes dentro deles (WALKER et al.
2006).

IV. AGROTOXICOS

Varios produtos quimicos séo utilizados para minimizar a acdo danosa
de insetos, doengas e ervas daninhas de modo a reduzir as perdas na
producao agricolas. Mas estes também sao utilizados no ambiente urbano para
fins domésticos, industriais e de saude publica, entre outros (ECOBICHOM,
2000).

Atualmente a agricultura é extremamente dependente do uso dos
agrotoxicos, e o abandono ou reducdo do uso destes causaria queda na
producdo agricola, aumento nos custos de producéo, elevacdo dos precos e,
em alguns locais, fome e desnutricdo (KNUTSON, 1999).

Os perigos relacionados a estes compostos comecaram a chamar a
atencdo do mundo em 1962, com o famoso livro Primavera Silenciosa de
Rachel Carson. Ela descreveu o processo conhecido como biomagnificacéo,
onde o DDT (diclorodifeniltricloroetano) e outros inseticidas organoclorados se
tornavam mais concentrados nos niveis mais altos da cadeia alimentar
(PRIMACK; RODRIGUES, 2001).

O estudo de impacto ao ambiente por agrotoxicos ganhou interesse a
partir de 1979, inspirado por descobertas de nematicidas em aquiferos de
varios estados norte-americanos. A partir desse fato, muitos outros casos de
contaminacdo de solo, recursos hidricos, animais e, mais critico, de seres
humanos por agrotoxicos foram diagnosticados nas regides temperadas, mas
pouco investigados em regides tropicais (RIBEIRO et al. 2007).

Outro assunto que comecgou a ganhar atencédo a partir de 1980 foi a
poluicdo de &guas subterr@neas por agrotéxicos, sendo o ion nitrato
considerado como o0 contaminante mais importante para o problema da
poluicdo dessas aguas relacionado com praticas agricolas (RIBEIRO et al.,
2007).

Muitos produtos quimicos manufaturados usados para matar pragas
tornaram-se importantes poluentes ambientais. Esses agrotdéxicos sdao
pulverizados ou liberados sobre as areas onde as pragas vivem, mas somente

uma por¢cao muito pequena atinge o alvo - a maior parte cai sobre a plantacao



(residente) ou sobre o solo nu. Tais agrotéxicos sao, portanto usados em
quantidades muito maiores do que as necessarias. (TOWNSEND; BEGON;
HARPER, 2006).

De acordo com a Comunidade Européia, o limite para cada agrotoxico
estabelecido, incluindo inseticidas, € de 0,10 ug/L para aguas superficiais
(CEE, 1980).

Os recursos hidricos agem como integradores dos processos
biogeoquimicos de qualquer regido. Sendo assim, quando agrotéxicos sao
aplicados, os recursos hidricos sdo o destino final destes (RIBEIRO et al.
2007).

Agrotéxicos sdo um dos mais persistentes e penetrantes disturbios
antropogénicos a comunidades bioldgicas. A despeito do aumento da
consciéncia publica e da sustentacdo para programas destinados a reduzir o
uso do inseticida e contaminacdo desde a publicacdo em 1962 do marco de
Rachel Carson, o controle quimico de pragas permanece essencial no mundo
desenvolvido e em desenvolvimento (BANKS et al. 2008).

Globalmente, os agrotdéxicos movem US$ 32 bilhdes na indastria por
ano, sendo que 11 bilhdes deste montante ficam no mercado dos EUA. Apesar
da queda nos anos de 1980, o uso de agrotoxicos esta mais uma vez em alta.
O uso de herbicidas e inseticidas por acre no milho americano, por instancia,
tem crescido na ordem de magnitude desde o comec¢o dos anos 60. Evidéncias
recentes dos efeitos negativos de herbicidas nos anfibios continuam a elucidar
o fato que nds ainda estamos descobrindo a extensdo que as populacdes
podem ser afetadas pelo atual uso de agrotéxicos. (BANKS et al. 2008).

Assim, agrotoxicos, incluindo herbicidas, inseticidas e fungicidas sao
usados amplamente para melhorar a producdo agricola e, como resultado,
acumulam-se no ambiente (VAN DER WERF, 1996). Com muitas dessas
substancias chegando ao ambiente, em especial ao aquatico, onde via de regra
mais se concentram, é natural pensar que algumas delas possam estar se
fixando nos individuos que compdem as cadeias alimentares (FERRARO,
2003). Devido a sua atividade biologica, o uso de agrotdoxicos pode causar
efeitos danosos a saude humana. Por conseguinte, a inducdo de danos ao
DNA pode levar a reacbes reprodutivas adversas, a indugdo de cancer e

muitas outras doencas cronicas (DIMITROV et al. 2006).
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I Fipronil
Hoje os mais eficientes métodos para controle da populagdo de
carrapatos e insetos sdo pelo uso de agrotoxicos. Novas formulas foram
lancadas no mercado, tal como o Fipronil (5-amino-1-[2,6-dicloro-4-
(trifluorometil) fenil]-4- [(trifluorometil) sulfinil]-1 H- pirazol-3-caronitril), um
produto do pirazol que pertence ao grupo quimico do fenil (Figura 3)
(OLIVEIRA; BECHARA; CAMARGO-MATHIAS, 2008).

Cl

FIGURA 3. ESTRUTURA QUIMICA DO FIPRONIL, 5-AMINO-1-[2,6-DICHLORO-4-
(TRIFLUOROMETHYL)PHENYL]-4-[(1-R,S)(TRIFLUOROMETHYL)SULFINYL]-1HPYRAZOLE-
3-CARBONITRILE.

FONTE: http://npic.orst.edu/factsheets/fiptech.pdf, acessado em 26/28/2009.

O Fipronil foi elaborado por Rhéne-Poulenc Arg Company (atualmente
Bayer CropScience) em 1987 e introduzido em 1993 e registrado em 1996 nos
EUA (GUNASEKARA; TROUNG, 2007).

O Fipronil € um inseticida e acaricida de amplo espectro que tem sido
usado em planta¢des de arroz, milho e algodao. Pode ser encontrado também
em diversas formas que variam de iscas para o controle de formigas e “spray”

para controle de carrapatos e pulgas, contudo seus efeitos nos ectoparasitas,
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bem como nos hospedeiros ndo séo ainda bem conhecidos. A toxicologia do
Fipronil apresenta evidéncias contraditérias. Alguns experimentos tém
mostrado que essa droga apresenta efeitos prejudiciais em humanos
(OLIVEIRA; BECHARA; CAMARGO-MATHIAS, 2008).

Ngim e Crosby (2001) descobriram que o produto granular do Fipronil
era a mais persistente das formulagbes na agua, meia vida (ti,) foi de 125
horas, e no solo ty, foi de 438 horas. O Fipronil € o ingrediente ativo dos
inseticidas Frontline®, Termidor®, e Top Spot®. O inseticida é classificado
como um pesticida quiral e desprende-se ao ambiente como uma mistura
racémica. O Fipronil é de baixa a moderada solubilidade na agua, prefere
matrizes lipofilicas (organicas) tal com lipideos, Oleos, proteinas e solventes
organicos, e € estavel a temperatura ambiente (GUNASEKARA; TROUNG,
2007).

A degradacdo dos produtos do Fipronil gera como subprodutos o
Fipronil sulfidio, Fipronil sulfona, e desulfinilfipronil, sendo estes metabdlitos
mais toéxicos a organismos aquaticos que o composto parental. A sulfona de
Fipronil e Fipronil sulfidio séo 6, 6 e 1,9 vezes mais tdxicos a invertebrados de
agua doce que o Fipronil em si (U. S. EPA, 1996).

O Fipronil é um inseticida de nova geracdo, que ndo segue a rota
bioquimica comum dos piretréides (bloquear os canais de sodio),
organofosforados e carbamatos (inibidor de colinesterase), que sédo as rotas
classicas dos inseticidas que alguns insetos desenvolveram resisténcia. O
Fipronil interfere com os canais de ligacdo a acido y-aminobutirico (GABA),
interrompendo a transmissdo normal do influxo nervoso (por exemplo,
passagem dos ions de cloro), por atingir o canal cloridrico ligado ao GABA e
em doses suficientes, causa excitagdo nervosa excessiva, paralisia severa e
morte do inseto (GUNASEKARA; TROUNG, 2007).

Em um trabalho de bioacumulagdo, trutas arco-iris (Oncorhynchus
mykiss) foram alimentados com racdo contaminada com Fipronil a
concentracdo de 10pg/g de alimento. Como resultado, obteve-se que a
exposicdo ao Fipronil ndo apresentou influéncia a saude da truta arco-iris. Nao
houve mortalidade, a coloragdo e o comportamento dos peixes tratados com

Fipronil foram consistentes com os dos peixes controles. Com relacdo a
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bioacumulagédo, o Fipronil foi rapidamente eliminado do peixe e n&o mais
detectado depois do 34° dia de depuracdo (KONWICK et al. 2004).

A dose letal 50% para o Fipronil (LCsp) € 0,246 mg/L para a truta arco-
iris, 0,083mg/L para o peixe “bluegill’”, e 0,130 mg/L para “sheepshead
minnows” (Cyprinodon variegatus variegatus) (U. S. EPA, 1996).

Por instancia, niveis ppt (ng/L) de Fipronil afetam camardes “Mysid” e
niveis ppb (pg/L) afetaram Daphnia de agua doce e o peixe “Bluegill sunfish”
(GUNASEKARA; TROUNG, 2007).

Segundo Faouder et al. (2007) o Fipronil é pode afetar insetos néo
alvo, como as abelhas meliferas. Sugere também que ambientes ndo alvo
podem ser afetado, como o leite de vacas alimentadas diariamente com
silagem de milho tratado com Fipronil. Neste demonstrou uma transferéncia do
Fipronil do alimento para o leite sob sua forma de sulfona.

Em um trabalho de monitoramento de agrotéxico em dois mananciais
no Rio Grande do Sul, o Fipronil representa 16% das analises de residuos de
agrotoxicos, testados por Cromatografia Gasosa com Deteccéo por Captura de
Elétrons (GC-ECD). Neste mesmo trabalho, o inseticida Fipronil foi detectado
apenas na primeira data das sete coletas, no entanto, neste momento foram
encontrados residuos em todos os pontos de coleta. A maxima concentracao
encontrada para este inseticida foi cerca de 380 vezes superior ao limite de
deteccdo (1,14 ug/Kg), que corresponde a 0,003 pg/Kg (GRUTZMACHER et al.
2008).

Em ratos, o Fipronil em concentracbes de 70, 140 e 280 mg/kg, pode
perturbar a funcdo da tiredide pelo decréscimo das concentracfes do plasma
da tiroxina total (T4), provavelmente através do aumento da desobstrucdo do
T4 e aumenta as concentracbes de TSH plasmaticas, além de diminuir as
concentracbes de T3 total e TH livre no plasma. (LEGHAIT et al. 2009). O
Fipronil também alterou o funcionamento normal do sistema endocrino e
causou efeitos reprodutivos adversos em fémeas de rato “Winstar” (OHI et al.
2004).

Na sua biotransformacdo em peixes, o Fipronil que € um sulféxido, foi
oxigenado a sulfona, reduzido ao sulfideo e hidrolizado em um peixe ndo

identificado exposto a 900ng/L por 35 dias (Figura 4).
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FIGURA 4. A BIOTRANSFORMAGCAO DO FIPRONIL EM PEIXES.
FONTE: SCHLENK, 2005.

V. BIOMONITORAMENTO DE POLUICAO AMBIENTAL, BIOENSAIO E
BIOMARCADORES

Para se entender melhor a acdo téxica de contaminantes, pode-se
trabalhar com experimentos laboratoriais, chamados bioensaios, ou através de
estudos diretos no campo, os biomonitoramentos. Apesar de no bioensaio
serem gerados dados complementares, deve-se atentar para o fato de que
nem sempre os dados gerados sob condicdes experimentais podem ser
intimamente relacionados com o ambiente natural.

Para Van Gastel e Van Brummellen (1996), o termo biomarcador néo
deve ser confundido com bioindicador e com indicador ecoldgico. O primeiro
seria qualquer resposta biologica para uma substancia quimica presente no
ambiente, possivel de ser medida dentro do organismo ou em seus produtos
(pélos, urina, fezes, etc.), indicando um desvio da normalidade encontrada

nagueles organismos nao expostos ao elemento/substancia. O segundo seria o
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organismo do qual se esta obtendo as informacdes das condigcbes ambientais
do seu habitat. O terceiro seria um pardmetro ecologico que descreve a
estrutura e o funcionamento do ecossistema.

Os peixes sdo bons bioindicadores para bioensaios e
biomonitoramentos, assim como mamiferos, pois podem sofrer bioacumulagéo,
estdo aptos a responder a agentes mutagénicos em baixas concentracdes e
sao capazes de ativar o sistema enzimatico do citocromo P450, um sistema de
enzimas monoxigenases com o grupo heme e com diferentes especificidades
por substrato. Estas enzimas desempenham um papel fundamental no
metabolismo de substéncias xenobidticas e de compostos endogenos
(GOKSOYR et al. 1991).

Muitos biomarcadores tém sido utilizados como ferramentas para a
deteccdo de exposicdo e para avaliacdo dos efeitos de poluicdo genotodxica.
Esses biomarcadores consistem em testes como a avaliacdo de aberracdes
cromossOmicas, adutos e quebras no DNA e medicdo da frequéncia de
microndcleo e outras anomalias nucleares (BOMBAIL et al. 2001), além dos
testes histopatoldgicos e o Ensaio Cometa.

Teste do Micronucleo Pisceo

7

O Teste do Micronucleo Pisceo é um biomarcador bastante utilizado
em andlises ambientais, tendo em vista que estudos de genotoxicidade usando
andlises citogenéticas em peixes demonstram a sensibilidade destes
organismos (AL-SABTI; METCALFE, 1995). Como o teste do micronucleo é
capaz de detectar tanto efeitos aneugénicos como clastogénicos, a
genotoxicidade de uma grande variedade de compostos pode ser testada
atraveés dessa técnica (HEDDLE et al. 1991).

O principio do teste do Micronucleo baseia-se no fato de que, durante o
processo de divisdo celular, principalmente na anafase, as cromatides e os
fragmentos cromossdmicos acéntricos ndo sdo transportados pelas fibras do
fuso para os polos opostos, enquanto que os fragmentos com centrébmero sim.
Apos a telofase, os cromossomos sem dano séo incluidos no ndcleo de cada
uma das células filhas. No entanto, alguns elementos, normalmente muito
pequenos, ndo sao incluidos nos nucleos formados e permanecem no
citoplasma, constituindo as estruturas caracterizadas como microndcleos

(SCHMID, 1975) (Figura 5). Evidencia-se que o teste s6 pode ser realizado
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com populagdes de células que tenham a capacidade de entrarem em divisdo e
preferencialmente que a andlise seja feita ap6s um unico ciclo de diviséo
celular, pois existe a incerteza da permanéncia destas estruturas por mais de
um ciclo de divisdo (FENECH, 2000).
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FIGURA 5. (A) ORIGEM DO MICRONUCLEO A PARTIR DE UM FRAGMENTO
CROMOSSOMICO ACENTRICO OU DE UM CROMOSSOMO INTEIRO. (B) FORMACAO DE
UMA PONTE CITOPLASMATICA E DE UM MICRONUCLEO A PARTIR DE UM FRAGMENTO
CROMOSSOMICO ACENTRICO.

FONTE: ADAPTADO DE FENECH, 2000.

Alteracdes Morfoldgicas Nucleares

As alteracdes morfolégicas nucleares tém sido interpretadas como
lesGes nucleares analogas aos microndcleos. Os resultados de AYLLON e
GARCIA-VAZQUEZ (2000) mostraram que essas anomalias sao induzidas por
compostos genotdxicos bem-conhecidos, mesmo quando os micronucleos nao
foram induzidos.

O DNA eucarioto estd sequestrado no nucleo. Este € delimitado pelo
envelope nuclear, formado por duas membranas concéntricas. O envelope
nuclear € sustentado por duas redes de filamentos intermediarios: uma,
chamada de lamina nuclear (Figura 6), forma um envoltério fino, subjacente a
face interna da membrana nuclear; a outra, menor regularmente organizado,
envolve a membrana nuclear externa. Acredita-se que a lamina nuclear
confere forma e estabilidade ao envelope nuclear, e esta ancorada a

complexos de poros nucleares e a membrana nuclear interna. Acredita-se
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também que a cromatina interage diretamente com a lamina nuclear,
fornecendo ligacdo estrutural entre 0 DNA e o envelope nuclear (ALBERTS et
al. 1997). Diante disto, pode-se concluir que as altera¢des na forma do ndcleo
se devem a problemas que afetem a lamina nuclear.

Durante a mitose, 0 nucleo precisa ser desmontado, entdo a lamina
nuclear despolimeriza pelo menos em parte. Essa despolimeriza¢do da lamina
nuclear é provavelmente um pré-requisito para que o envelope nuclear seja
guebrado em vesiculas de membrana, que junto com o conteudo nuclear sédo
dispersos no citosol. A remontagem do nucleo ocorre quando as laminas
nucleares sao desfosforiladas e se repolimerizam na superficie dos
cromossomos. A lamina remontada se liga as vesiculas da membrana do
envelope nuclear, que se fundem para novamente formar o envoltério integro
(ALBERTS et al. 1997).

Consequentemente, sugere-se que problemas com a lamina nuclear
podem levar a problemas na mitose ou na meiose.

No caso dos humanos, ja foi descoberto em criangcas com a doenca
chamada progeria, que um gene defeituoso afeta a lamina nuclear.
Normalmente o ndcleo tem uma estrutura circular, regular, por causa desse
defeito genético, o nucleo forma bolhas, que causam a instabilidade e levam a
morte das células (GRIFFITHS et al., 1998).

Ensaio Cometa
O Ensaio Cometa é uma técnica rapida e quantitativa na qual

evidéncias visuais de dano ao DNA em células eucariticas podem ser
mensuradas. E baseado na quantificacio de fragmentos de DNA desnaturado
migrantes para fora do ndcleo das células durante a eletroforese. Esse método
tem ganhado amplo uso em véarias areas incluindo bimonitoramento,
genotoxicidade, monitoramento ecologico e como uma ferramenta para
pesquisa no dano ao DNA ou reparo em diferentes tipos de células em
resposta a uma variedade de agentes danosos ao DNA (LIAO; MCNUTT; ZHU,
2009). O Ensaio Cometa com tecido branquial pode ser relacionado com
analises histopatolégicas deste mesmo tecido.

Este teste parte do seguinte principio: o comportamento do DNA em

células individualizadas leva em conta sua organizagcéo dentro do nucleo. Para
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ser compactado, apdés seu enovelamento com proteinas histonicas, o DNA
forma alcas de 5-200 Kpb as quais sdo aderidas a uma rede protéica ou matriz
nuclear. Se células embebidas em agarose tiverem suas membranas lisadas
por detergentes, e suas proteinas nucleares (inclui histonas) extraidas com
altas concentracdes de sais, o0 DNA, maior e mais pesado que o restante dos
componentes ocupard o espaco no gel anteriormente preenchido por toda a
célula, permanecendo retido numa estrutura residual semelhante ao nucleo,
designada nucledide. Dentre as poucas proteinas que resistem a esta extracao,
estdo as proteinas da matriz nuclear. Portanto, por definicdo, o nucledide é
uma série de algcas superenoveladas de DNA desprovido de histonas, aderidas
a matriz nuclear residual do tamanho do nucleo da célula. Caso existam
guebras na molécula de DNA, a estrutura do nucledide sofre mudancas, visto
que as alcas de DNA se desenovelam formando um halo (RIBEIRO;
SALVADORI; MARQUES, 2003).

Analise Histopatoldgicas

Lesdes histopatolégicas e alteracdes genéticas, como aberracdes
nucleares, sdo também efeitos relatados em estudos prévios em organismos
aquaticos em areas impactadas (AKAISHI et al. 2004; MOUCHET et al. 2006).

Sobre as lesdes histopatologicas Fent (1996) relata que os efeitos nas
estruturas das células e tecidos constituem um importante parametro a ser
considerado na avaliacdo do potencial toxico de contaminantes sobre o0s
organismos vivos. Este biomarcador tem sido utilizado em trabalhos de
toxicologia, ja que permitem avaliar possiveis efeitos de xenobiontes em 6rgaos
e tecidos alvos.

A histopatologia permite, ainda, diferenciar lesdes promovidas por
doencas daquelas induzidas por outros fatores ambientais como a exposicéo a
poluentes (SCHWAIGER et al. 1997).

A organizagdo geral das branquias de teledsteos baseia-se em um
sistema de subdivisdes sucessivas, e 0 seu epitélio é constituido por diversos
tipos celulares, em particular, por células pavimentosas de revestimento,
células de cloro e mucosas (MONTEIRO et al. 2004). As branquias séo 0rgaos
envolvidos nas trocas gasosas, no balango acido-base, no transporte e

excregcdo de compostos azotados (PERRY, 1997). A sua multifuncionalidade, a
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vasta area de superficie que ocupa e a sua localizacao relativa ao meio externo
fazem das branquias um 6rgéo chave para a acdo dos poluentes existentes no
meio aquatico. Nesse sentido, as alteracbes histolégicas da branquia sao
reconhecidas como um método rapido e valido para determinar os danos
causados pela exposicao a diferentes poluentes nos peixes (ARELLANO et al.
1999).

Alteracbes morfoldgicas em branquias podem representar estratégias
adaptativas para conservacédo de algumas funcdes fisiologicas, podendo indicar
respostas aos efeitos de agentes toxicos presentes na agua e sedimentos,
sendo assim um eficiente indicador de qualidade de agua (TKATCHEVA et al.
2003).

VI. RHAMDIA QUELEN

Rhamdia quelen (jundia) (Figura 6) € um peixe de couro que tem
distribuicio desde o centro da Argentina até o sul do México. E uma espécie
nativa no Brasil e adaptada a diversos ambientes, pois apresenta bons
resultados com relacdo a criacéo, principalmente nas regifes mais frias. E uma
espécie rastica, de rapido crescimento nos periodos mais quentes e que
suporta bem as baixas temperaturas no sul do pais. E resistente a variaces de
temperatura e salinidade e apresenta boa produtividade; sua carne é bastante
apreciada para consumo (BARCELLOS et al. 2001a).

FIGURA 6. FOTO DE UM EXEMPLAR DE Rhamdia quelen.
FONTE: http://www.planetcatfish.com/cotm/cotm.php?article id=279
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2. OBJETIVOS GERAIS
Avaliar a toxicidade de trés dosagens do inseticida/carrapaticida

Fipronil utilizando o teste do micronucleo Pisceo, o Ensaio Cometa e andlise
histopatolégica para aferir as taxas de danos em células branquiais e no DNA

do peixe neotropical Rhamdia quelen.

|. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Comparar a frequéncia de micronucleos em Rhamdia quelen exposto
as concentracdes de Fipronil 0,05 ug/L, 0,10 ug/L e 0,23 pg/L e com o grupo
controle (n&o exposto a Fipronil).

- Comparar a frequéncia de dano no DNA branquial nas concentracdes
0,5 ug/L, 0,10 pg/L e 0,23 pg/L de Fipronil e grupo controle.

- Avaliar a morfologia das branquias entre os diferentes tratamentos de
Fipronil (grupo controle, 0,5 ug/L, 0,10 pg/L e 0,23 pg/L).

3. JUSTIFICATIVA
O meio aquatico é o ultimo e principal recipiente de praticamente todos

os residuos das ac¢des humanas. Diariamente, chegam as aguas, milhares de
toneladas de substéancias, da qual a maioria ndo se tem estudos adequados
sobre seu impacto as comunidades aquaticas e que dela dependem. Diante da
precariedade de estudos sobre o assunto, neste trabalho testamos a toxicidade
do pesticida Fipronil e para iSso usamos 0S peixes COmo organismos
bioindicadores, que se destacam por apresentar uma confidvel resposta
ecotoxicolégica aos contaminantes. A concentracdo maxima permitida pela
legislacdo da Comunidade Européia é 0,10 pg/L para todos 0s agrotoxicos
individualmente, em aguas para consumo humano. Aqui, as concentracdes
testadas sao esta (0,10 ug/L), metade desta(0,05 pg/L) e uma acima desta
(0,23 pglL) .
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdo serdo apresentados em capitulos sob a
forma de artigos que posteriormente serdo submetidos aos periddicos citados

na primeira pagina de cada capitulo.
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Avaliacdo de genotoxicidade em Rhamdia quelen apos
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Abstract

Diversos biomarcadores genéticos tem sido usados para avaliar os efeitos da poluigdo de
agentes mutagénicos, tal qual metais e pesticidas, bem como uma grande variedade de substancias
quimicas derivadas das atividades humanas. Este trabalho, portanto pesquisou os efeitos que uma
exposi¢do de 60 dias ao inseticida Fipronil, nas concentragdes de 0,05ug/L, 0,10ug/L e 0,23pg/L, pode
causar no peixe Rhamdia quelen através do Ensaio Cometa com branquia e de analise histopatoldgicas de
branquias e do teste do Micronlcleo Pisceo juntamente com Alteracbes Morfoldgicas Nucleares. Os
resultados para o Ensaio Cometa e para lesdes histopatoldgicas branquiais ndo mostraram diferenca entre
0 grupo controle e os grupos contaminados. Para o teste do Micronucleo Pisceo, a menor concentragéo de
Fipronil mostrou-se igual ao grupo controle, e as demais concentracdes, acima do controle, com relacdo a
taxa de dano ao DNA. Esses resultados sugerem que as concentracdes testadas de Fipronil ndo foram
suficientes para se detectar grandes alteracdes no DNA de Rhamdia quelen com os testes escolhidos, visto
que outros trabalhos indicam que somente concentragcdes em ppm afetam peixes. A aplicacdo de testes
com outras concentragdes, outros tecidos e outros tempos de exposi¢do fica como sugestdo para trabalhos

futuros.

Palavras chave: pesticidas, mutagénese, Ensaio Cometa, Teste do Microntcleo Pisceo.
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Introducéo

Vérios produtos quimicos sdo utilizados para minimizar a acdo danosa de insetos, doencas e
plantas daninhas de modo a reduzir as perdas na producdo agricolas (Ecobichom 2000). Atualmente a
agricultura é extremamente dependente do uso dos agrot6xicos, e o abandono ou reducgdo do uso destes
causaria queda na produgdo agricola, aumento nos custos de producéo, elevacao dos pregos €, em alguns
locais, fome e desnutricdo (Knutson 1999). No entanto, esses pesticidas sdo usados em quantidades muito
maiores que as necessarias, se tornando importantes poluentes ambientais (Townsend et al. 2006). De
acordo com a Comunidade Européia, o limite para cada agrotoxico estabelecido ¢ de 0,10 pg/L para
aguas superficiais (CEE, 1980). Entre estes pesticidas estd o Fipronil, um inseticida e acaricida de amplo
espectro. Sua degradacgdo gera como subprodutos o Fipronil sulfidio, Fipronil sulfona, e desulfinilfipronil,
sendo estes metabolitos mais téxicos a organismos aquaticos que o composto parental (U. S. EPA, 1996).
Segundo Faouder et al. (2007) o Fipronil pode afetar insetos ndo alvo, como as abelhas meliferas. Por esta
razdo a Franca proibiu a comercializacdo do Fipronil desde 1999. Outros trés paises ja proibiram a
aplicacéo do Fipronil desde entdo: a Itdlia, a Alemanha e a Eslovénia. Sugere-se também que ambientes
ndo-alvo podem ser afetado, como o leite de vacas alimentadas com milho tratado com Fipronil. O
Fipronil do alimento foi transferido para o leite sob sua forma de sulfona (Faouder et al. 2007).

O impacto de materiais toxicos na integridade e funcionamento do DNA tem sido investigado
de diversas maneiras sob diferentes condi¢fes (McCarthy and Shugart 1990). O uso de biomarcadores
como uma medida de respostas bioldgicas em organismos afetados é muito importante para simplificar e
diminuir os custos do monitoramento biol6gico, especialmente em ambientes aquéticos. Esses
biomarcadores consistem em adutos de DNA, aberra¢fes cromossémicas, quebra de DNA, frequéncias de
micronucleos e outras anormalidades nucleares (Bombail et al. 2001). Peixes sdo um dos organismos
mais indicados para 0 monitoramento de ambientes aquaticos (Van der Oost et al. 2003), contudo, ha
poucos estudos de toxicidade realizados na América do Sul com peixes de agua doce atualmente (Akaishi
et al. 2004; Rabitto et al. 2005).

Um método particularmente bem estabelecido que se faz atil na avaliagdo de efeitos
genotdxicos de uma ampla escala de compostos, tanto em peixes ( Al-Sabti e Metcalfe 1995) como em
outras espécies (Grisolia et al. 2004), é o ensaio de inducdo de Micronicleo (Schmid 1975). Para Hose et
al. (1987) este teste revelou grandes potencialidades por ser de rapida execucdo, ndo dispendioso e um
excelente indicador da contaminagdo quimica dos peixes.

Micronlcleos sdo pequenas massas de cromatina citoplasmatica, presentes fora do nucleo
principal nas células, que podem se originar tanto de uma quebra cromossdémica ou da disfuncdo do
aparelho do fuso mitdtico (Heddle et al. 1991), ou seja, sd0 cromossomos inteiros ou parciais que nao
foram incorporados dentro do nicleo da célula filha durante a divisdo celular e que aparecem como uma
pequena estrutura arredondada e escura, idéntico em aparéncia ao nucleo celular (Bombail et al. 2001).

Embora haja um nivel basal de formacéo de micronicleos espontdneos mensuravel na maioria

das espécies de peixes (Al-Sabti e Metcalfe 1995), a exposicdo a larga escala de clastégenos tanto em
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laboratdrio como no campo (Bombail et al. 2001; Grisolia e Starling 2001; Rodrigues-cea et al. 2003) tem
mostrado elevar a freqiiéncia de microntcleos.

O Ensaio Cometa, por sua vez, foi primeiramente aplicado para ecotoxicologia cerca de 15
anos atrads, e tornou-se um dos mais populares testes para deteccdo de quebras de fita em animais
aquaticos tanto em exposicdes in vitro, in vivo e in situ (Ohe et al. 2004).

As vantagens do Ensaio Cometa incluem: (a) o dano genotoxico é detectado a nivel de célula
individual; (b) a maioria dos tipos celulares eucariotos sdo apropriados ao Ensaio Cometa; (c) somente
um pequeno namero de células sdo requeridas; (d) é geralmente mais facil de conduzir e mais sensivel
gue outros métodos disponiveis para a avaliagdo de quebras de fita; (e) quebras de fita de DNA formam-
se rapidamente ap0s exposicdo genotdxica, permitindo uma avaliacdo precoce da resposta na biota
(Frenzilli et al. 2008).

LesBes histopatoldgicas juntamente com alteragdes genéticas, como aberragcdes nucleares, sdo
também efeitos relatados em estudos prévios em organismos aquaticos em areas impactadas (Akaishi et
al. 2004; Mouchet et al. 2006). Efeitos nas estruturas das células e tecidos constituem um importante
pardmetro a ser considerado na avaliacdo do potencial téxico de contaminantes sobre os organismos
vivos. Este biomarcador tem sido utilizado em trabalhos de toxicologia, j& que permitem avaliar possiveis
efeitos de xenobiontes em 6rgéos e tecidos alvos. (Fent 1996).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos do pesticida Fipronil, num exposicdo de
60 dias ao peixe neotropical Rhamdia quelen, nas concentragdes de 0,05pg/L, 0,10ug/L e 0,23pg/L,
através do teste do Microndcleo Pisceo e alteragdes morfolégicas nucleares, do ensaio Cometa de

branquia e do teste histopatolégico com branquia.

Material e Métodos
Desenho Experimental

O peixe escolhido como modelo para o bioensaio foi Rhamdia quelen, um peixe neotropical.
No6s usamos 15 animais para cada grupo, um grupo sendo exposto a 0,05 pg/L, outro a 0,10 pg/L e outro
a 0,23 pg/L de Fipronil. Além disso, um grupo foi mantido sem exposi¢do, como grupo controle. Cada
grupo foi mantido em um aquario separado e aclimatado em tanques aerados em temperatura constante
(22°C) sob um fotoperiodo de 12 horas de luz/escuridéo.

Depois de 60 dias de exposicao, os peixes foram anestesiados com benzocaina 20% para evitar

sofrimento dos animais.

Teste do Micronucleo Pisceo

Para o teste do Micronlcleo Pisceo nos usamos o protocolo de Heddle (1973) e Schmid (1975),
com modificagdes de Ferraro et al (2004). Para cada peixe 1000 eritrocitos foram examinados sob uma
magnificacdo de 1000X e escorados pela presenca de micronucleos tipicos e alteracbes morfoldgicas
nucleares, manifestadas como uma mudanca na forma normal eliptica do nucleo (Ayllon e Garcia-
Vazquez 2000). Ambas as caracteristicas foram consideradas como anomalias nucleares e contadas

juntas.
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Ensaio Cometa

O Ensaio Cometa com branquias foi feito de acordo com Speit and Hartmann (1999), com
modificacdes de Ferraro et al. (2004) e Cestari et al. (2004). As células branquiais utilizadas para o ensaio
cometa, foram homogeneizadas (homogenizador Potter type a 1500 rpm) em soro bovino fetal. Da
solugdo, 15 pL foi misturado com 120 pL de agarose de baixo ponto de fusdo (LMP — 0,5%). A
suspensdo foi espalhada sobre laminas previamente cobertas com uma camada de agarose normal. As
laminas foram colocadas em solucéo de lise (lise estoque: NaCl, 2,5M; EDTA, 100 mM; Tris, 10 mM,;
NaOH, 0,8%; N-lauryl-sarcocinate, 1%; solug&o de lise para trabalho: 1 ml Triton X100; 10 ml DMSO; e
89 ml de solugdo de lise estoque) por 24 horas a 4°C. Num préximo passo, as laminas foram submetidas a
eletroforese, sendo primeiramente imersas em NaOH e 200mM EDTA, pH>13. As laminas
permaneceram submersas por 20 min, para efeito de desnaturacdo, e apds seguiu-se a eletroforese a
300mA e 25V. Seguiu-se a neutralizacdo em 0,4M Tris, pH 7.5 e fixagdo em etanol por 10 min. Apés, as
laminas foram coradas com 20 pL de uma solucdo de 10 pL/mL de brometo de etideo. Os cometas foram
escorados usando um microscépio de epifluorescéncia Leica. Para cada peixe, 100 nucledides foram
analisados (Kobayashi et al. 1995), utilizando a classificacdo visual baseada na migracdo de fragmentos
de DNA do nucleo, nas classes 0 (sem dano visivel), classe 1 (pequeno dano), classe 2 (dano médio),
classe 3 (dano extenso), e classe 4 (dano méximo). O escore foi calculado pela multiplicacdo do nimero

de ndcleos encontrados em uma determinada classe pelo nimero da classe.

Histopatologia

Amostras de branquias foram preservadas em solugdo fixadora de Alfac por 16 horas (85mL de
etanol 80% ; 10mL de formalina 40%; e 5mL de &cido acético glacial para 100mL de solu¢do),
desidratadas em séries graduais de banhos de etanol, e embebidas em resida Paraplast-Plus (Sigma).
Secgbes (5mm de espessura) foram coradas com Hematoxilina/Eosina e observadas sob um
fotomicroscopio Leica. Lesdes morfoldgicas foram analisadas de acordo com o indice de injaria descrito
por Bernet et al. (1999) e classificadas sob 3 fatores de severidade ( minimo, moderado e de notavel

importancia patologica). A partir deste fator de severidades fez-se uma analise qualitativa.

Andlise dos dados

A avaliacdo da frequéncia de microndcleos e outras alteragdes morfoldgicas nucleares, bem
como 0 ensaio cometa comparando grupos controle negativo e contaminados através do teste de Kruskal—
Wallis seguido de Mann-Whitney. Resultados com p<0.05 foram considerados estatisticamente

significantes.

Resultados

No teste do micronucleo pisceo ndo houveram micronicleos, somente alteragdes morfologicas
nucleares. No teste do micronlcleo pisceo obteve-se que 0 grupo controle apresentou taxa de dano
semelhante ao grupo contaminado com 0,05 pg/L. Os dois grupos contaminados nas concentragdes
maiores tem uma taxa de dano significativamente maior que a do controle (llustragdo 1). Algumas

alteracGes morfoldgicas nucleares encontradas neste trabalho estdo na llustragao 2.
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O resultado para o Ensaio Cometa ndo revelou diferenca na comparacdo entre nenhum dos
tratamentos com relacdo a taxa de dano ao DNA. Isto é, nenhum dos grupos contaminados mostrou-se
diferente do grupo controle negativo (llustracao 3).

Entre as alteracdes histopatoldgicas encontradas nas branquias, destacam-se aneurismas e fusao
lamelar (llustracdo 4) para todos os grupos avaliados, inclusive o controle. Estas sdo alteracfes de estagio
(w) | e algumas de estagio Il, ambas sendo das classes menos severas, apesar de promovem o
comprometimento até moderado da fungéo branquial. Através de andlise qualitativa, ndo se constatou
diferenca entre o grupo controle e os diferentes tratamentos contaminados, quando se refere a analise

histoldgica de branquias, corroborando o resultado para o Ensaio Cometa deste mesmo tecido.

Discussdo e Conclusoes

No presente trabalho, o teste do Micronlcleo Pisceo revelou que 0s grupos contaminados as
concentragdes de 0,10 e 0,23 pg/L de Fipronil tiveram maior taxa de dano no DNA quando comparado
com o grupo de controle negativo e com a concentragdo menor. No entanto, ndo revelou diferenca entre o
grupo controle e a concentracdo mais baixa de Fipronil. Sugere-se por este teste que o Fipronil em
concentragdes maiores pode induzir algum dano ao DNA de Rhamdia quelen.

J& para o Ensaio Cometa de branquias obteve-se que todos os grupos contaminados tiveram
dano similar ao grupo de controle, o que foi corroborado pelas analises histopatologicas deste mesmo
tecido.

Nas analises histopatoldgicas, foram encontradas algumas alteragdes nas branquias de Rhamdia
quelen, principalmente aneurismas, hiperplasia e fusdo lamelar. Essas alteracbes foram observadas
igualmente em todos os tratamentos, inclusive no grupo controle. Além disso, a maioria dessas lesdes é
considerada de baixa gravidade e regressao possivel, se a fonte estressora for eliminada.

Pode-se assim relacionar estes resultados com as baixas concentragcBes de contaminante
utilizadas e com o tempo sub-crénico de duracdo do ensaio; pois a presenga de lesdes nas branquias de
peixes pode ser interpretada como resultado de efeitos agudos de xenobiontes (Zodrow et al. 2004).

Alguns autores demonstraram que em exposi¢des prolongadas, a frequéncia de microntcleos
em eritrdcitos de peixes mostra um decréscimo depois de 15 e 21 dias de exposi¢do (Campana et al. 1999;
De Lemos et al. 2001). Essas diferencas parecem estar associadas a cinética de remocéo das células
(Cavas and Ergene-Gozukara 2003) ou ao desenvolvimento de mecanismos adaptativos de tolerancia ao
estresse causado por quimicos toxicos que promovem um aumento na taxa de substituicdo de células
mortas ou danificadas para manter condi¢des fisioldgicas normais (Mersch et al. 1996).

Al-sabti and Metcalfe (1995) ainda demonstram que a indu¢do méxima de microndcleos ocorre
normalmente de um a cinco dias ap0s a exposi¢ao.

A comunidade européia estabelece um limite de 0,10 pg/L de cada agrotoxico individualmente
para aguas superficiais de consumo humano (CEE 1980). Neste trabalho, utilizamos esta concentragao
limite, além da outras duas: 0,05 e 0,23 pg/L de Fipronil. Isto pode justificar o fato que, de modo geral,
nossos testes ndo revelaram taxa de dano aumentada dos grupos contaminados com rela¢do ao grupo
controle. Isto é, o limite estabelecido pela comunidade européia é um limite seguro.

Portanto, a dose 0,10 pg/L de Fipronil aceita pela comunidade européia, quando testada com os

biomarcadores usados neste trabalho, nao revelou taxa de dano alterada; a dose 0,05upg/L esta abaixo
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desta dose padrdo estabelecida, e talvez 0,23 pg/L ndo seja uma concentracdo maior suficiente para elevar
significantemente a taxa de dano ao DNA no Ensaio Cometa. S&o necessarios estudos adicionais, com
concentragdes variando entre casas decimais (por exemplo: 0,1 pg/L; 1ug/L e 10 pg/L) e ndo somente na
mesma casa decimal, para se obter um resultado mais demonstrativo neste peixe.

Para suportar esta hipotese, tem-se, por exemplo, que para o Fipronil a dose letal 50% (LCsg) é
0,246 mg/L para a truta arco-iris, 0,083mg/L para o peixe “bluegill”, ¢ 0,130 mg/L para “sheepshead
minnows” (Cyprinodon variegatus variegatus) (U. S. EPA 1996). Estas doses estdo bem acima das doses
aqui testadas.

Wirth et al. (2004) analisou os impactos do Fipronil em uma réplica de mesocosmo e
encontrou que ndo houve efeito associado com o Fipronil em mariscos (Mercenaria mercenaria) nem em
ostras (Crassostrea virginica), nem peixes (Cyprinidon variegatus). Neste trabalho, o Fipronil s6 afetou
camardes (Palaemonetes pugio). A maior concentracdo usada por Wirth et al. (2004) foi 5ug/L, isto é, 21
vezes maior que a maior das concentracdes utilizada no presente trabalho. Estes estudos supracitados
corroboram a hipdtese de que as concentragcdes aqui estudadas mostraram-se insuficientes para uma
resposta perceptivel.

O Fipronil é um inseticida/ acaricida de ‘nova geragdo’ ¢ ¢ altamente toxico a muitas espécies
aquaticas (U.S. EPA 1996) podendo se bioacumular em algumas. Em um trabalho de bioacumulacéo,
trutas arco-iris (Oncorhynchus mykiss) foram alimentados com racdo contaminada com Fipronil na
concentragdo de 10pg/g de alimento. Como resultado, obteve-se que a exposi¢do ao Fipronil néo
apresentou influéncia a salde da truta arco-iris. Ndo houve mortalidade, 0 comportamento e a coloragao
dos peixes tratados com Fipronil foram similares aos dos peixes controles. Com relagéo a bioacumulagéo,
neste trabalho, o Fipronil foi rapidamente eliminado do peixe e ndo mais detectado depois do 34° dia
depuracdo (Konwick et al. 2004).

Em contrapartida, um trabalho mais recente, de Miranda et al. (2008) observou a presenca de
Fipronil no musculo e figado do peixe Hoplias malabaricus do Lago de Ponta Grossa, no Parana. Em
ambos os tecidos, encontrou-se este agrotoxico em 30% dos individuos, com concentragdes maximas de
42,3 ng.g* e 58,6 ng.g” de peso seco, respectivamente. Além disso, houve uma forte correlacdo de
Pearson entre a concentragdo de lipideos e o Fipronil.

Fipronil é uma classe de inseticidas conhecido como fenilpirazol que sdo reconhecidos como
um disruptor dos canais de cloro ligados com acido y-aminobutirico (GABA) nas células nervosas,
levando a hiper-excita¢do e eventual mortalidade dos insetos (Gant et al. 1998). Este é muito mais toxico
em invertebrados que vertebrados devido a suas diferentes afinidades de ligagcdo do receptor GABA
(Hainzl et al. 1998).

Neste sentido, testes laboratoriais do Fipronil e seus produtos de degradacdo tém revelado
toxicidade letal aguda em concentragdes consideradas “muito baixas” (LCsp) de <O,5ug/L para
macroinvertebrados aquaticos selecionados (Mize et al. 2008). Isto significa que a concentragdo usada no
presente trabalho é menor do que LCs, para macroinvertebrados aquaticos, que sdo animais mais
sensiveis que peixes, considerando-se que o Fipronil é mais tdxico em invertebrados por sua

especificidade aos canais GABA destes (Hainzl et al. 1998).
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Chandler et al. (2004) reportou que a fertilidade, reprodugdo e desenvolvimento de um
copépodo estuarino foi afetada pelo Fipronil na concentragdo de 0,22 pg/L.

Se o contaminante é um poluente também depende de seu nivel no ambiente, do organismo
considerado, e se 0 organismo ¢ danificado. Assim, um composto pode responder a descri¢do de poluente
para um organismo, mas ndo para outro (Walker et al. 2006).

Por instancia, niveis ppt (ng/L) de Fipronil afetam camardes “Mysid” e niveis ppb (ng/L)
afetaram Daphnia de dgua doce e o peixe “Bluegill sunfish” (Gunasekara and Troung, 2007). No presente
trabalho foi usada a concentracdo em niveis de ppt (ng/L), ou seja, as concentracfes testadas
correspondem, respectivamente, a 50 ng/L, 100 ng/L e 230 ng/L, suportando a idéia de que baixas
concentragdes deste poluente acusam respostas apenas de invertebrados, mais sensiveis que peixes devido
a especificidade do Fipronil.

Rhamdia quelen é uma espécie ristica, que se adapta a varios ambientes, com resisténcia a
variagcBes de a temperatura e salinidade (Barcellos et al. 2001a). Além disso, trabalhos prévios tém
documentado respostas fisioldgicas e bioquimicas nos estudos de exposicdo a agrotéxicos, como por
exemplo, herbicidas (Miron et al. 2005; Crestani et al. 2006; Glusczak et al. 2007); esses estudos mostram
que varios parametros sdo alterados, tal como glicogénio, lactato e niveis de glicose nos tecidos e
atividade da acetilcolinesterase no cérebro.

Com relacdo as andlises histopatoldgicas, Thophon et al. (2003) também afirma que a
exposicao aguda a algum poluente presente no ambiente afeta o funcionamento das branquias e pode
levar o peixe a morte. Os efeitos dos contaminantes ambientais sobre as branquias dos peixes podem ser
particularmente graves, j& que as branquias servem como o principal 6rgdo para a respiracdo e regulacéo
osmotica e idnica.

A hiperplasia, encontrada neste estudo nas branquias de Rhamdia quelen, caracteriza-se pelo
aumento na proliferacéo das células, podendo levar & fusdo das lamelas e, mais raramente, dos filamentos
(Heath 1987). A fusdo lamelar é um mecanismo natural de defesa para proteger o epitélio da lamela do
contato direto dos agentes téxicos (Heath 1987; Ojha 1999).

Também foram vistos aneurismas. O aneurisma normalmente resulta do colapso do sistema de
células pilares, que prejudica a integridade vascular com a liberagdo de grande quantidade de sangue que
empurra o epitélio lamelar para fora (Heath 1987).

O Fipronil, vendido no Brasil como Regent® é usado para controlar pragas, em amplo espectro
no campo, podendo afetar também insetos ndo alvo, sendo considerado um dos inimigos mais
implacéveis das abelhas meliferas (Faouder et al. 2007), importantes na polinizacdo. Por esta razdo a
Franca proibiu a comercializagdo do Fipronil, desde 1999. Outros trés paises ja proibiram a aplicagdo do
Fipronil: a Italia, a Alemanha e a Eslovénia.

Faouder et al. (2007) ainda sugere que ambientes ndo alvo, como o leite produzido por vacas
alimentadas diariamente com silagem de milho feita de grdos tratados com Fipronil, pode ser afetado.
Esse trabalho mostra uma transferéncia do Fipronil do alimento para o leite sob sua forma de sulfona.
Além do mais, tracos de residuos de Fipronil no milho e soja, trigo e palha mostram uma contaminagao

difusa deste pesticida no ambiente.
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Em um trabalho de monitoramento de agrotéxico em dois mananciais no Rio Grande do Sul, o
Fipronil representa 16% das analises de residuos de agrotoxicos, testados por Cromatografia Gasosa com
Detecc¢do por Captura de Elétrons (GC-ECD). Neste mesmo trabalho, o inseticida Fipronil foi detectado
apenas na primeira data das sete coletas, no entanto, neste momento foram encontrados residuos em todos
os pontos de coleta. A maxima concentracdo encontrada para este inseticida foi cerca de 380 vezes
superior ao limite de deteccdo (1,14 pg/Kg), que corresponde a 0,003 ug/Kg (Griitzmacher et al. 2008).
Esta concentracdo citada acima (1,14 pg/Kg) corresponde a quase cinco vezes a maior concentragao
testada nesta dissertacdo (0,23 pg/L) e mais de onze vezes o limite permitido pela comunidade européia
(0,10 pg/L).

Em ratos, o Fipronil (em concentracdes de 70, 140 e 280 mg/kg) pode perturbar a funcéo da
tiredide pelo decréscimo das concentragdes do plasma da tiroxina total (T4), provavelmente através do
aumento da desobstrucdo do T4 e aumenta as concentracdes de TSH plasmaticas. Além de diminuir as
concentragdes de T3 total e TH livre no plasma. (Leghait et al. 2009). Além disso, o Fipronil alterou o
funcionamento normal do sistema enddcrino e causou efeitos reprodutivos adversos em fémeas de rato
“Winstar” (Ohi et al. 2004).

Os metabolitos da degradacdo do Fipronil (sulfidio de Fipronil, sulfona de Fipronil e
desulfinilfipronil) sdo mais tdxicos a organismos aquaticos que o composto parental. Por exemplo, o
desulfinilfipronil, uma forma fotodegradada do Fipronil é extremamente estavel e é mais toxica que o
composto do qual é derivado (U. S. EPA 1998).

No estudo sobre a degradacgéo do Fipronil no sedimento, a meia-vida do Fipronil foi mais curta
em concentragdes mais altas, o contrario do que ocorre a maioria dos agrotdxicos. Enquanto inicialmente
parece vantajoso que o Fipronil tenha uma meia—vida mais curta nos sedimentos, essa degradacéo é
insignificante, dado que o Fipronil degrada-se em fipronil-sulfidio e fipronil-sulfona, que sdo similares
em potencial tdxico ao Fipronil, e exibem maior estabilidade ambiental sob as condi¢des testadas
(Brennan et al. 2009).

Tan et al. (2008) examinaram a degradacdo microbioldgica da mistura racémica das formas
quirais do Fipronil, os enantiopuros Fipronil-R e -S, em ambiente aerébico e solos de varzea inundado.
Seus resultados sugerem que diferentes tipos de degradacdo de enantidmeros de Fipronil, bem como a
formacéo de diferentes metabolitos tdxicos sob condig¢Bes aerdbicas e inundadas, deveriam ser
considerados para avaliagBes precisas tanto de riscos ambiental quanto ecoldgico para 0s agrotoxicos
quirais.

Estudos recentes demonstram o potencial dos agrotdxicos para inibir ou induzir enzimas que
metabolizam xenobiontes em humanos. Exposicdo de hepatdcitos humanos a doses de Fipronil de 0,1 a
25 UM resultaram em um aumento dependente da dose na expressdo do RNAm CYP1A1 como medido
pelo método de “DNA branched”, além de induzir formagdo de isoformas CYP e citotoxicidade nos
hepatdcitos humanos (Das et al. 2006).

A agéncia de protecdo ambiental dos USA diz que o Fipronil é altamente tdxico a peixes,
invertebrados aquaticos e passaros voadores, mas relativamente menos tdxico a mamiferos, galinhas

d'agua, e outras espécies de passaros (U. S. EPA, 1996).
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Por fim, conclui-se que a concentracéo testada do contaminante Fipronil ndo foi suficiente para
detectar-se uma alteragdo no DNA de Rhamdia quelen com os biomarcadores utilizados, apés uma
exposicao semi-estatica de 60 dias. Estudos posteriores com concentracdes mais altas, outros tempos de

exposicao, outros tecidos e testes mais sensiveis sdo sugeridos.
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llustracdo 1. Comparacdo entre tratamentos — MNT. H= Resultado para o Kruskal-Wallis;
CTR= Grupo controle; CCT1= grupo contaminado com 0,05 pg/L de Fipronil; CCT2= grupo
contaminado com 0,10 pg/L; CCT3= grupo contaminado com 0,23 pg/L.
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llustracdo 2. Algumas alteragBes morfolégicas nucleares encontradas em Rhamdia quelen
exposto ao Fipronil. A. nacleo normal. Todos os demais apresentam alteracdes morfologicas
nucleares.

Fonte: Wanessa Ramsdorf, 2010.
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llustracéo 3. Resultado para o Ensaio Cometa. H= Resultado para o Kruskal-Wallis CCT1= grupo
contaminado com 0,05 pg/L de Fipronil; CCT2= grupo contaminado com 0,10 pg/L; CCT3= grupo
contaminado com 0,23 pg/L.
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llustracdo 4. Fotomicrografia de tecido branquial. (a) e (b) lamelas normais, objetiva de 40 vezes. (c)
hiperplasia parcial das lamelas, objetiva de 40 vezes. (d) fusdo total das lamelas, objetiva de 10 vezes. (e)
e (f) aneurismas em objetivas de 10 e 40 vezes, respectivamente.
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ANEXO 2 - METODOLOGIA COMPLETA

|. ESPECIE UTILIZADA
A espécie utilizada foi o peixe neotropical Rhamdia quelen,
popularmente conhecido como jundia, para a realizacdo dos bioensaios. O
namero amostral de individuos foi de 15 animais para o grupo de controle
negativo e para cada uma das trés dosagens de Fipronil: 0,05 pg/L, 0,10 pg/L e
0,23 pg/L; totalizando 60 animais. O grupo controle fica imerso somente em
agua filtrada.

Il. METODOS

A toxicidade do Fipronil foi avaliada através de bioensaios com
contaminacdo de imersdo, onde o xenobionte foi dissolvido diretamente na
dgua do aquario. Esta agua era filtrada com filtro de carvdo ativado. A
exposicao fez-se de forma semi-estatica, com dois tercos da agua com o
contaminante sendo trocada a cada 72 horas. As contaminacdes tiveram
duracdo de 60 dias. O grupo de controle era imerso somente em agua filtrada,
sendo esta também renovada a cada 72 horas. Os peixes eram alimentados a
cada trés dias e nas trocas de agua era feita a limpeza dos aquérios. Todos o0s

aguarios possuiam aerador para oxigenar a agua.

i. Teste do Microndcleo Pisceo

A fim de se verificar a frequéncia de micronucleos em heméacias
periféricas, foi empregada a técnica descrita por Heddle (1973) e Schmid
(1975), com modificacdes, a saber:

A técnica aplicada consiste das seguintes etapas:

a) Laminas foram bem limpas e identificadas.

b) Ao se coletar o sangue do animal anestesiado em benzocaina
(solucéo alcoolica) colocou-se uma gota na superficie da lamina.

c) Com o auxilio de uma laminula, fez-se um esfregaco, espalhando o
sangue sobre a superficie da lamina.

d) A laminas, ap6s a secagem ao ar, sao fixadas em etanol 96% por 30

minutos em cubetas.
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e) As laminas foram coradas com Giemsa 10% diluida em tampé&o
fosfato (pH 8,6) por 10 minutos e lavadas em &gua corrente.

f) Analisou-se um numero de 1000 células de cada animal, em teste
cego. O numero de 1000 células foi padronizado conforme a descricdo no
anexo 1. Somente foram consideradas na anélise hemécias nucleadas com
membrana nuclear e citoplasmaética intactas. S&o consideradas como
micronucleos as particulas que, em relacéo ao nucleo principal: ndo excederem
1/3 do seu tamanho, estando nitidamente separadas, com bordas distinguiveis
e com mesma cor e refringéncia do ndcleo. As alteracdes na forma eliptica
normal dos nucleos das hemécias que ndo se enquadrarem no conceito de
micronucleo, mas que poderiam ser descritas como alteracbes morfolégicas
nucleares segundo Ayllon e Garcia-Vasquez (2000), também serdo analisadas.

O resultado obtido em dados brutos foi submetido a analise estatistica,
para comparacao entre os tratamentos. Normalidade residual foi verificada pelo
teste de Kolmogorov-Smirnov e a homogeneidade das variancias foi testada
pelo teste de Levene. Aplicou-se o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste

de Mann-Whitney.

ii. Ensaio Cometa
Para o Ensaio Cometa a técnica utilizada € a descrita por Singh et al.
(1988), com algumas alteragbes descritas abaixo. Antes da coleta do material
para analise, prepararam-se as laminas com cobertura de agarose e a agarose

de baixo ponto de fusdo (LMP) segundo as etapas descritas a seguir.

Preparacdo das laminas com cobertura de agarose

a) Dissolveu-se 1,5g de agarose normal em 100 ml de PBS em
Erlenmeyer, com agitagéo por duas horas. Essa mistura foi entdo levada ao
forno de microondas até sua fervura e completa dissolucé&o.

b) Apés fervura, a agarose foi deixada em temperatura ambiente. Apos
a solidificacdo da agarose, esta foi picada e levada novamente ao forno de
microondas. Essa etapa foi repetida mais uma vez. Ao final desse processo, a

agarose foi mantida em banho-maria a 70°C.
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c) As laminas, previamente limpas, foram mergulhadas na agarose
aguecida, sendo que o lado da lamina contendo a porgéo nédo esmerilhada foi
limpo com um lenco de papel.

d) As laminas foram deixadas overnight em superficie plana e a

temperatura ambiente para solidificar a cobertura de agarose.

Preparacdo da agarose de baixo ponto de fusdo (LMP)

a) Dissolveu-se 100 mg de agarose normal em 20 ml de PBS que foi
levada para fervura em forno de microondas somente uma vez.

b) Esta agarose foi mantida em geladeira até o momento do uso,
guando é entdo aquecida em banho-maria e mantida em 37°C.

O material coletado foi armazenado em tubo de microcentrifuga do tipo

ependorf e mantido sob refrigeracéo e ao abrigo da luz até a montagem das laminas.

Ensaio Cometa com Branguia

Para o Ensaio Cometa com branquia, o procedimento para montagem
das laminas consistiu das seguintes etapas:

a) Apods o peixe anestesiado em solucéo alcodlica de benzocaina, fez-
se incisOes nas branquias para a retirada das mesmas.

b) As branquias foram alocadas em um ependorf com uma solugéo de
soro bovino fetal, na qual o tecido foi desagregado, com o auxilio de um micro-
homogeinizador. A escolha pelo soro bovino fetal foi feita de acordo com a
padronizacao descrita no Anexo 4.

c) Da solugdo com tecido desagregado foram coletados 10ul e
misturados com 120ul de agarose LMP, previamente preparada e levemente
aguecida (37°C).

d) Esta suspenséao celular foi entdo depositada sobre uma lamina que
ja estava com a cobertura de agarose normal.

e) Apos a deposicdo da mistura agarose e suspensao celular sobre a
lamina, esta foi entdo coberta com uma laminula e levada a geladeira por 15
minutos.

f) Depois de decorrido o tempo de refrigeracdo, as laminulas foram

gentilmente retiradas.



41

g) As laminas foram entdo acondicionadas em cubetas contendo a
solucéo de lise por no minimo 24 horas.

h) Apos o tempo na solucéo de lise, as laminas foram transferidas para
a cuba de eletroforese. As laminas foram colocadas em uma cuba horizontal e,
quando necessario, 0s espacos existentes foram preenchidos com laminas
limpas.

i) A cuba foi mantida sob refrigeracéo e no escuro.

J) Na cuba de eletroforese, foi suavemente adicionada a solucdo de
eletroforese com pH maior que 13, de maneira a cobrir as laminas.

k) Antes do inicio da corrida eletroforética, as laminas ficaram na
solucéo de eletroforese por 30 minutos para a desespiralizagcdo do DNA.

I) Decorrido este periodo, iniciou-se a corrida de eletroforese a 25V e
300 mA por 25 minutos.

m) ApoOs o tempo de corrida, as laminas foram retiradas da cuba e
neutralizadas com um tampao de neutralizacdo (pH 7,5) por 5 minutos. Esse
processo realizou-se em 3 sec¢fes, com 5 minutos para cada secdo. Essa
neutralizagcéo foi realizada aplicando diretamente o tampé&o sobre as laminas
com o auxilio de uma pipeta sobre uma superficie plana.

n) As laminas secaram em temperatura ambiente.

0) ApOs a secagem, as laminas foram fixadas em etanol 96% por 5
minutos.

p) As laminas foram entdo guardadas para posterior coloracdo e
visualizacao.

g) Para a coloracdo, adicionou-se 25ul de brometo de etideo em cada
lamina. Cada lamina foi entdo coberta com laminula e levada ao microscépio

de epifluorescéncia com aumento de 400 vezes.

r) Foram analisados 100 nucleos em cada lamina.

s) Os nucleos foram classificados de acordo com o dano, conforme o
comprimento da cauda formada apo0s a corrida eletroforética. A classificacdo
dos nucleos foi realizada conforme as classes: 0 (sem dano aparente), 1 (dano
pequeno), 2 (dano médio), 3 (dano grande) e 4 (dano maximo), como mostrado

na Figura 7.
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t) Foi realizada a quantificagdo dos tipos de danos e a atribuicdo de
escores em cada classe. Escores foram obtidos através da multiplicacdo do
namero de cometas encontrados em cada classe pelo valor da classe.

O resultado obtido foi submetido a analise estatistica, para comparagao
entre os tratamentos. Sobre os dados brutos, aplicou-se o teste de Kruskal-
Walllis, seguido pelo teste de Mann-Whitney.

FIGURA 7. FOTOS MOSTRANDO AS CINCO DIFERENTES TAXAS DE DANO NO ENSAIO
COMETA COM LENTE DE IMERSAO. A. DANO ZERO; B. DANO UM; C. DANO DOIS; D.
DANO TRES; E. DANO QUATRO (POSSIVELMENTE EM APOPTOSE).

FONTE: A AUTORA (2009)
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iii.  Histopatologia de branquia
a) Fixacdo
Um fragmento da branquia (aproximadamente 100 mg) foi retirado do
animal, acondicionado em cassetes para histologia e mantido em Alfac (alcool
80% 85ml; acido acético 5 ml e formol 40% 10 ml) por 20 horas. Passado esse
periodo, os cassetes foram mantidos em frascos com alcool 70% por

aproximadamente dois meses.

b) Emblocagem

Para emblocagem, primeiramente foi retirado o alcool 70% e foi feita
uma bateria para desidratacao alcodlica, sendo 1 hora em alcool 80%, 1 hora
alcool 90%, 1 hora élcool 95%, 30 minutos &lcool 100%, 30 minutos alcool
100%, 30 minutos xilol puro, 30 minutos xilol puro. Posterior ao xilol, foi feita a
inclusdo em Paraplast-Plus (Sigma) por 2 horas em estufa a 56°C. Em seguida,
foi feita a emblocagem em forminhas. Os blocos foram mantidos em

temperatura ambiente para posteriormente serem cortados.

c) Cortes

Para realizacdo dos cortes, os blocos foram trimados em microtomo.
Também em micrétomo, foram feitos cortes com 0,5um e estendidos em lamina
coberta com albumina de ovo 1%. ApOs as laminas secarem, elas foram

reservadas para posterior hidratacao para que fosse possivel a coloracéao.

d) Coloracéo
Antes da coloragdo com Hematoxilina/Eosina, as laminas com os cortes
secos fixados foram acondicionadas em cubetas de vidro e passaram pelos
processos de diafanizagéo e hidratagdo da maneira como segue:
a) Diafanizagéo:
Xilol puro I: 5 minutos

Xilol puro II: 5 minutos

b) Hidratacéo:
Alcool 100%: 5 minutos
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Alcool 90%: 5 minutos
Alcool 80%: 5 minutos
Alcool 70%: 5 minutos
Alcool 50%: 5 minutos
Enxadgue em &gua corrente por 2 minutos seguido de agua destilada 3 minutos.
c) Coloragao
A coloracéo propriamente dita foi realizada da seguinte maneira:
Hematoxilina: 1 minuto
Lavar em agua até sair todo o excesso do corante.
Eosina: 30 segundos

Lavar até sair todo o excesso do corante.

e) Desidratacao:

Os cortes foram desidratados para montagem da lamina permanente da
seguinte maneira:

Alcool 70% 2 minutos

Alcool 80% 2 minutos

Alcool 90 % 1 minutos

Alcool 95% 1 minuto

Alcool 100% 2 minutos

Alcool 100% 2 minutos

f) Montagem

Xilol puro I: 5 minutos
Xilol puro II: 5 minutos
As laminas foram retiradas do xilol e montadas com laminulas e resina

Permount com auxilio de pinga metalica para eliminacao de bolhas.

g) Anélise
Morfologia das Branquias
As analises morfolégicas das branquias mostram quatro pares de arcos
laterais dispostos em fileiras na cavidade faringea, apoiadas sobre os arcos de
sustentacao, nos quais se dispdem fileiras de filamentos branquiais ou lamelas

primarias. Em cada arco branquial observam-se saliéncias, denominadas
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rastelos, que tem como uma das principais funcdes protegerem os filamentos
branquiais de particulas.

A figura 8 mostra um conjunto de branquias de Rhamdia quelen, no
momento que foi retirado do animal. A compreensdo da morfologia das

branquias e a histologia das lamelas primarias e secundarias, em estado

normal e quanto a descricdo das alteragcbes branquiais, pode ser observada na
figura 9, adaptada de Mallat (1985).

FIGURA 8. FOTO DAS BRANQUIAS DE Rhamdia quelen, NO MOMENTO QUE FORAM
RETIRADAS DO ANIMAL PARA SEREM SUBMETIDAS AS PREPARAGCOES
HISTOLOGICAS.

FONTE: A AUTORA (2008)
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As altera¢gBes encontradas nas branquias foram avaliadas pelo método
descrito por Bernet et al. (1999), onde essas alteracdes receberam fatores de
importancia patologica (Tabela 1) de acordo com sua reversibilidade, sendo

| para importancia patoldégica minima, a lesdo é facilmente reversivel
guando a exposi¢cado ao contaminante acaba,;

Il para importdncia patolégica moderada, a lesdo é reversivel, na
maioria dos casos se 0 estressor € neutralizado e;

[Il para importancia patologica notavel, quanto a lesdo € geralmente

irreversivel levando a total ou parcial perda do érgéo.

Para o grau de ocorréncia também foram atribuidos valores que
variaram de 0 (ocorréncia inexistente) a 6 (ocorréncia severa), sendo 0 =0; 1 =
1% a 24%; 2 = 25% a 49%; 4 = 50% a 74%; 6 = 75% a 100% de lesbes nas
branquias. Mais detalhes sobre essa metodologia pode ser encontrado em
Bernet et al. (1999). A expressao utilizada para calcular o indice de lesdo do

orgao € a seguinte:

Onde, | é o indice histopatolégico, pr € o tipo da alteracdo no 6rgéao, alt
€ a alteracdo, a é o valor de escore da ocorréncia para uma alteracdo
especifica do érgao, w é o fator de importancia para a referida alteracdo. Este
indice permite a comparacdo da severidade das lesdes branquiais entre os

peixes de diferentes tratamentos.

TABELA 1. ALTERACOES HISTOPATOLOGICAS OBSERVADAS E SEUS RESPECTIVOS
FATORES DE IMPORTANCIA.

Alteragfes Histologicas Branquiais Fator de importancia

(pr) (w)

Fus&o completa de todas as lamelas (e hiperplasia) I
Aneurisma lamelar I
Presenca de parasitas I

Pelo reduzido niumero de laminas analisaveis, optou-se por ndo submeter os
dados de alteracdo histolégica branquial a analise estatistica, restringindo-se
somente a analise qualitativa.
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ANEXO 3

TESTE DE METODOLOGIA PARA MIC'RONUCLEO E ALTER(}@ES
MORFOLOGICAS NUCLEARES: QUAL O NUMERO IDEAL DE CELULAS A
SER CONTADO?

Até recentemente o ensaio de micronucleo de eritrécitos in vivo tem
sido quantificado (scored) usando microscopia simples. Pela frequéncia de
micronucleos ser tipicamente baixa, a contagem de células estd sujeita a
substancial erro de contagem binomial. O erro de contagem, acrescentado a
variabilidade entre os animais, limita a sensibilidade desse teste (KISSLING et
al. 2007).

A habilidade dos ensaios de micronlcleo e alteracdes morfologicas
nucleares para detectar pequenos aumentos na frequéncia basal de células
micronucleadas em um grupo de animais (ou objetos de estudo) € limitada
tanto pelo erro binomial de contagem, quando o nimero de células contadas
fornece um pequeno numero de eventos (cé€lulas micronucleadas), quanto pela
variacdo entre os animais, quando a variacao é tdo grande que obscurece um
pequeno, mas real aumento. Reconhecendo esse fato, o grupo que trabalha
com teste do micronucleo in vivo, organizado pelo “International Workshops on
Genotoxicity Testing” (IWGT) tem recomendado que sempre que possivel,
células suficientes sejam escoradas para que o erro de contagem seja menor
que a variabilidade na frequéncia de micronucleos entre animais individuais
(para comparacao de valores em diferentes grupos tratados) (KISSLING et al.
2007).

Neste sentido, uma questdo importante seria a padronizacdo deste
ndmero suficiente de células, um numero considerado satisfatorio para reduzir
os erros de contagem ou qualquer variacdo que possa mascarar os resultados
gue realmente existem.

Na literatura atual ndo se tem ainda esse numero padrdo de células
contadas, como mostrado na Tabela 2, os autores computam uma margem de

1.000 a 10.000 células intactas no total por individuo/lamina.
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TABELA 2. BIBLIOGRAFIA ATUAL MOSTRANDO COMO SAO ANALISADAS AS CELULAS
DE MICRONUCLEO: QUANTAS CELULAS POR LAMINA.

Células por lamina Referéncia/ ano
2.000/5.000 FRENZILLI et al. 2008.
1.000 AYLLON; GARCIA-VAZQUEZ, 2000.
1.000 CAMPANA et al. 1999.
1.000 OSMAN et al. 2010.
1.000 YADAV; TRIVEDI, 2009.
1.500 GAVAS; ERGENE-GOZUKARA, 2003.
2.000 Al SABTI; METCALFE, 1995.
2.000 ALl et al. 2008.
2.000 GAVAS; KONEN, 2008.
2.000 CORREA et al. 2008.
2.000 COSTA et al. 2009 (no prelo)
2.000 KATSUMITI et al. 2007.
2.000 LEMOS et al. 2008.
2.000 LINDE-ARIAS et al. 2008.
2.000 MATSUMOTO et al. 2006.
3.000 BARBOSA et al., 2010.
3.000 CAVALCANTE; MARTINEZ; SOFIA, 2008.
3.000 GRISOLIA, 2002.
3.000 HOSHINA; ANGELIS; MARTIN-MORALES, 2008.
3.000 SOUZA; FONTANETTI, 2006.
4.000 BOLOGNESI et al. 2006.
4.000 FERRARO et al. 2004.
5.000 GRISOLIA; CORDEIRO, 2000.
5.000 RYBAKOVAS; BARSIENE; LANG, 2009.
5.000 VENTURA; ANGELIS; MARTINS-MORALES, 2008.
10.000 MINISSI; CICCOTTI; RIZZONI, 1996.
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Portanto, com o objetivo de se padronizar um numero ideal de células a
serem contadas no teste do Micronucleo Pisceo e Alteracdes Morfologicas
Nucleares, simultaneamente ao experimento descrito no topico 4 (4. Material e
Métodos) desta dissertacdo realizou-se um teste de metodologia. A fim de se
verificar a frequéncia de micronucleos em hemacias periféricas, foi empregada
a técnica descrita por Heddle (1973) e Schmid (1975). No entanto, no momento
da andlise das laminas, contou-se um numero de 1000, 2000, 3000 e 4000
células de cada animal, para verificar se a contagem de somente 1000 células
seria suficiente para fornecer um resultado confiavel, ou se é necessaria a
contagem de um nimero maior de células.

O nuamero de células analisadas foi submetido a analise estatistica,
para comparacao entre os tratamentos. Normalidade residual foi verificada pelo
teste de Kolmogorov-Smirnov e a homogeneidade das variancias foi testada
pelo teste de Levene. Os dados brutos foram analisados pelo teste de Kruskal-
Wallis e quando houve significancia usou-se o teste de Mann-Whitney.

Para simplificacdo, na maioria das vezes chamaremos 0s grupos da
seguinte forma: CTR (grupo controle), CCT1 (grupos contaminado na dosagem
de 0,05 pg/L de Fipronil), CCT2 (grupos contaminado na dosagem de 0,10 ug/L
de Fipronil) e CCT3 (grupo contaminado na dosagem de 0,23 pg/L de Fipronil).

RESULTADO

Na comparagédo entre as contagens de mil, duas mil, trés mil e quatro
mil células dentro de cada tratamento/contaminacédo, evidenciou-se que nao
houve diferenca significativa entre os grupos, sendo o mesmo resultado obtido

guando se conta mil, duas mil, trés mil ou quatro mil células (Tabela 3).
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TABELA 3. COMPARAGAO DA CONTAGEM DE MIL, DUAS MIL, TRES MIL E QUATRO MIL
CELULAS DENTRO DE CADA GRUPO DE TRATAMENTO. H= RESULTADO PARA O
KRUSKAL-WALLIS.

Tratamentos H
Controle Hzs2)=3,97 n.s
Contaminado 0,05 pg/L Hze0)= 0,99 n.s.
Contaminado 0,10 pg/L Hzeo)= 0,97 n.s.
Contaminado 0,23 pg/L Hze0)= 0,06 Nn.s.

A Figura 10 ilustra como em todas as contagens, a taxa de dano

nuclear é praticamente a mesma, sem variacao significativa.
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FIGURA 10. PADRAO DE DIFERENCA NAO SIGNIFICANTE ENCONTRADA PARA AS
CONTAGENS DE MIL CELULAS, DUAS MIL CELULAS, TRES MIL CELULAS E QUATRO MIL
CELULAS. ESTE MODELO SE REPETIU PARA TODOS OS GRUPOS DE CONTAMINACAO
E GRUPO CONTROLE.
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Independentemente da contagem realizada (mil, duas mil, trés mil ou
quatro mil células), em todos os casos evidenciou-se pelo teste de Kruskal-
Walllis diferencas significativas na taxa de alteracdes nucleares entre 0s grupos
de exposicao (controle, e contaminados nas diferentes doses). Pelo teste de
Mann-Whitney o grupo CCT3 e o grupo CCT2 revelaram maior taxa de dano,
gquando comparado aos grupos CCT1 e controle, em todas as contagens; o
grupo CCT1 nao diferiu do grupo controle com relacédo a taxa de dano ao DNA.
Este resultado pode ser melhor visualizado na Tabela 4 e graficamente na
Figura 11. Esta ultima mostra um padrdo geral que foi obtido para todas as
contagens.

TABELA 4. COMPARACAO DOS RESULTADOS OBTIDOS PARA CADA CONTAGEM X
GRUPOS DE TRATAMENTO. H= RESULTADO DO KRUSKAL-WALLIS; * RESULTADO
SIGNIFICANTE (p<0,05); CTR= GRUPO CONTROLE; CCT1= GRUPO CONTAMINADO COM
0,05 pg/L DE FIPRONIL; CCT2= GRUPOS CONTAMINADO COM 0,10 ug/L; CCT3= GRUPO
CONTAMINADO COM 0,23 pg/L.

Tratamentos (n° células contadas) H MANN-WHITNEY
Mil H(s,58) = 26,51* CCT3>CCT2> CCT1, CCTR
Duas mil H(s,58) =24,68* CCT3>CCT2> CCT1, CCTR
Trés mil H(s,s8) = 24,33 CCT3>CCT2> CCT1, CCTR

Quatro mil H(s58) =22,37* CCT3> CCT2> CCT1, CCTR
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FIGURA 11. GRAFICO MOSTANDO O RESULTADO GERAL DOS DIFERENTES
TRATAMENTOS PARA TODAS AS CONTAGENS. CTR= CONTROLE; CCT1= GRUPO
CONTAMINADO COM 0,05 pg/L DE FIPRONIL; CCT2=GRUPOS CONTAMINADO COM 0,10
Hg/L; CCT3= GRUPO CONTAMINADO COM 0,23 pg/L.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Apesar de todas suas vantagens e de o teste do Micronucleo Pisceo
ser bastante difundido no meio cientifico, ndo se tem ainda uma padronizacao
de um numero exato de células a serem computadas, variando este numero de
mil a dez mi células. Por isso esta parte do trabalho se focou na comparacao
dos resultados das contagens de mil, duas mil, trés mil e quatro mil células.

O resultado obtido no presente trabalho indica ndo haver diferenca
entre as contagens de células, isto €, 0 mesmo resultado pode ser obtido tanto
se contando mil, bem como duas mil, trés mil ou quatro mil células. Concluindo-
se assim, que a contagem de apenas mil células jA& mostra resultados

satisfatorios.
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ANEXO 4

PADRONIZACAO DA PRESERVACAO DE CELULAS COM A FINALIDADE
DE USO NO ENSAIO COMETA

A Eletroforese em Gel de Células Unicas (SCGE) ou Ensaio Cometa foi
primeiramente aplicado para ecotoxicologia cerca de quinze anos atras, e
tornou-se um dos mais populares testes para deteccdo de quebras de fita em
animais aquéticos tanto em exposi¢cdes in vitro, in vivo e in situ (OHE;
WATANABE; WAKABAYASHI, 2004).

O papel da solugdo de lise no Ensaio Cometa é o de remover 0s
conteudos celulares, com excecdo do material nuclear. O DNA permanece bem
condensado devido a presenca de uma pequena gquantidade de proteinas nao
histbnicas. Porém, quando colocado na solugéo de eletroforese, com pH maior
que 13, a espiralizacdo do DNA comeca a relaxar a partir dos pontos de quebra
da fita, permitindo, dessa maneira, que 0s mesmos sejam revelados pela
eletroforese na sequéncia do teste (YENDLE et al. 1997).

Como o Ensaio Cometa analisa as células individualmente, ha certa
limitacdo na desagregacdo do tecido. As células devem ser separadas por
processos de fragmentacao ou através da aplicacdo de enzimas. Estas células
devem ser convenientemente separadas por meios que ndo as danifiquem,
mas que permitam sua individualizac&@o. As células podem ser diluidas em soro
bovino fetal, em solucéo fisiolégica, RPMI ou outras solu¢bes. Qualquer que
seja o0 meio a ser utlizado, todo o processamento das células deve
obrigatoriamente ser executado sem que danos adicionais ao DNA possam
ocorrer (FERRARO et al. 2004).

Assim, a fixacdo de amostras biolégicas representa um passo
fundamental. Infelizmente, tais procedimentos frequentemente podem resultar
em varios graus de artefatos (DUBOCHET; SARTORI BLANC, 2001).

Quando analises ambientais sdo realizadas, o elevado namero de
amostras requerido e as condi¢des de manuseio durante o transporte dessas
amostras pra o laboratério sdo problemas comuns. Alguns estudos na literatura
sugerem preservar as laminas em solugdo de lise para o uso no Ensaio
Cometa, por um periodo de até quatro meses de estoque (NACCI; CAYULA;
JACKIM, 1996). Até agora, todavia, nenhuma metodologia realmente eficiente



55

para preservacdo de amostras para este ensaio foi descrita. (RAMSDORF et al.
2009).

Apesar dos poucos estudos sobre o assunto, dentre as solucdes
usadas para desagregar e preservar as células pode-se citar o EDTA (acido
etilenodiamino tetra-acético) que age como quelante no sangue, o PBS
(tampéo fosfato salino), o soro bovino fetal, o meio RPMI, o Tris, entre outros.

O soro bovino fetal é amplamente utilizado em cultura celular e tem
uma alta concentracdo de proteinas, sendo um meio rico para o crescimento
celular (RAMSDOREF et al. 2009).

O TRIS € uma abreviagdo do composto organico conhecido como
tris(hidroximetil)laminometano, com a formula (HOCH))3;CNH,. O pH de
utilizacdo do Tris (7-9) coincide com o pH fisico da maioria dos organismos
Vivos. Isso e seu baixo custo fazem do tris um dos tampdes mais comuns
usados em laboratdrios de biologia e bioquimica. Em bioquimica, Tris é
largamente usada como um componente de solucdes tampéo, tais como nos
tampdes TAE (tampéo Tris-Acetato-EDTA) e TBE (tampé&o Tris/Borato/EDTA),
especialmente para solucdes de &acidos nucléicos. E uma amina primaria e
como tal comporta-se similarmente nas reacfes associadas com aminas
tipicas, como nas condensacdes com aldeidos (GOMORI, 1955).

O PBS ou tampéo fosfato salino € uma solucdo comumente utilizada
em bioquimica, mas tem muitos outros usos. Esta é a solu¢cdo de uso mais
comum na diluicdo para o Ensaio Cometa, sendo citada em varios artigos,
como: Masuda et al. 2004; Kim; Hyum, 2006; Deguchi et al. 2007; Bombail et
al. 2001; Cavalcante et al. 2008.

Além desses, Coughlan et al. (2002) faz uso de HBSS (Hank's
Balanced Salt Solution) com centrifugacéo para a dissociacdo das células. O
meio RPMI também pode ser utilizado. Este € uma mistura de sais
enriguecidos com aminoacidos, vitaminas e outros componentes essenciais
para o crescimento celular.

Deve-se ter em mente que o Ensaio Cometa € essencialmente um
teste comparativo. Assim, é sempre necessario, no minimo um controle
negativo. Ressalta-se que ndo existe célula sem dano no DNA, visto que o
préprio metabolismo celular pode gerar em torno de 1000 lesdes diarias no

DNA/célula. O que se faz, rotineiramente € modular as condi¢des técnicas para


http://pt.wikipedia.org/wiki/Hidrog%C3%AAnio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Hidrog%C3%AAnio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Nitrog%C3%AAnio
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que um minimo de DNA migre da cabeca para a cauda do cometa nos
controles negativos (RIBEIRO; SALVADORI; MARQUES, 2003) e que menos
variaveis espurias afetem o DNA tanto dos tratamentos como no grupo
controle.

Desta maneira € importante a padronizacdo de uma solugdo de
estoque de células que as conserve por mais tempo sem causar dano ao DNA,
para que permanecam aptas as analises do Ensaio Cometa.

Com o objetivo de estabelecer uma solucdo confiavel para o
armazenamento de células do tecido branquial antes da corrida eletroforética
para o Ensaio Cometa, realizou-se simultaneamente ao experimento descrito
no topico 4 (Material e Métodos) desta dissertacdo um teste adicional. Este
consistiu nos procedimentos a seguir:

As branquias foram divididas em trés partes, cada parte colocada em
um ependorfe com uma solugédo tampao/diluidora diferente, a citar: soro bovino
fetal, tampdo Tris* e Tampédo Fosfato. Nestas solugbes os tecidos foram
desagregados, com o auxilio de um micro-homogeinizador.

* O tampao Tris-HCl Sacarose (tamp&o de homogeneizacao) foi
preparado, no dia da coleta do material, dissolvendo-se 17,1150g de sacarose
e 0,2422g de Tris em 100 ml de agua destilada, e tendo o pH acertado em 8,6
com HCIl ¢onc. ESse tampéo foi mantido sob refrigeracdo até o momento do uso.

A branquia foi mantida nas soluc¢des pelos tempos de 0 hora, 24 horas
e 48 horas. Depois de vencidos cada um dos tempos, a branquia foi
desagregada com um microhomogeinizador e coletou-se uma amostra de 10pl
de solucdo celular, com a qual se deu continuidade aos procedimentos do
Ensaio Cometa descritos no topico 4.2.2.

Resumindo entdo, neste trabalho pesquisou-se a eficiéncia de trés
solucdes tampdao para estoque de células de branquia na realizacdo do Ensaio
Cometa. Porcdes da branquia foram alocadas em ependorfes, contendo trés
solugdes diferentes: Soro bovino fetal, Tris e PBS, retirando-se amostra de
células nos tempos de 0, 24 e 48 horas para realizacdo do Ensaio Cometa.

ApoOs a analise das laminas, os dados foram submetidos a analise
estatistica, para comparacdo entre os tratamentos. Normalidade residual foi
verificada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e a homogeneidade das

variancias foi testada pelo teste de Levene. Como os dados apresentaram
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distribuicAo normal e homogeneidade das variancias, utilizou-se ANOVA
bifatorial para se testar: 1 - a taxa de dano entre os tampdes utilizados para
armazenar as ceélulas, independentemente do tempo de armazenamento
(medida de conservacdo do material); 2 - a taxa de dano celular entre os
tampdes de armazenamento e os tempos (medida para detectar qual tampé&o
funciona melhor em relacdo ao tempo de armazenamento). Ao evidenciar
diferencas significativas fez-se uso do teste a posteriori das minimas diferencas
significantes de Fisher (LSD) para detectar quais grupos diferiam (QUINN;
KEOUGH, 2002). Os dados brutos foram transformados em raiz quadrada,

visando obedecer aos pressupostos das andlises pré-descritas.

RESULTADO

A Figura 12 mostra a comparac¢ao da taxa de dano ao DNA das células
gquando se confrontam as trés solugbes tampdes de um modo geral,
independente do tempo da amostragem. Na observacdo do grafico fica
evidente a menor taxa de dano no soro bovino fetal em relacdo aos outros dois
tampdes.

Quando se efetiva esta comparacao pela analise estatistica observa-se
gue o soro bovino fetal, invariavelmente, mostrou menor taxa de dano no DNA
das células quando confrontado aos outros tampdes. Isto pode ser visualizado
no gréfico da Figura 12 e na Tabela 5. Destaca-se que a interacdo entre o
tampdao e o tempo foi ndo significativa (F4gs=1,96 e p>0,05).
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FIGURA 12. COMPARACAO GERAL DOS TRES TAMPOES COM RELACAO A TAXA DE
DANDO, INDEPENDENTE DO TEMPO. CSB=SORO BOVINO FETAL; CTR= TRIS; CTF=
TAMPAO FOSFATO SALINO (PBS). OS DADOS SAO APRESENTADOS EM RAIz
QUADRADA.

TABELA 5. COMPARACAO DOS RESULTADOS DAS TAXAS DE DANO NO ENSAIO
COMETA DAS DIFERENTES SOLUCOES TAMPAO DENTRO DE CADA TRATAMENTO
DOSE DE CONTAMINAGCAO. F= RESULTADO PARA ANOVA BIFATORIAL; LSD= MINIMAS
DIFERENCAS SIGNIFICANTES DE FISHER; * RESULTADO SIGNIFICANTE (p<0,05); CTR=
GRUPO CONTROLE; CCT1= GRUPO CONTAMINADO COM 0,05 pg/L DE FIPRONIL; CCT2=
GRUPOS CONTAMINADO COM 0,10 pg/L; CCT3= GRUPO CONTAMINADO COM 0,23 pg/L.
CSB=SORO BOVINO FETAL; CTR= TRIS; CTF= TAMPAO FOSFATO SALINO (PBS).

TAMPAO
TRATAMENTO = <5
Controle Fess = 29,37 CTF>CTR>CSB
CCT1 Fei10 = 11,44* CTF>CTR, CSB
CCT2 Fe.126 = 16,78* CTF>CTR>CSB
CCT3 Fo16 = 13,24* CTF>CTR>CSB

Na Tabela 6 analisa-se o resultado obtido para cada um dos tratamentos
(grupos de contaminacdo e controle) em relacdo aos tempos de conservagéao
das células. Deste modo, constatou-se na maioria das vezes que o tampéao

fosfatos apresentou maior taxa de danos as células, seguido pelo Tris, e
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finalmente, o soro bovino fetal como a solugdo que melhor conserva as células.
Além disso, evidenciou-se que a medida que ocorre um aumento do tempo de
estocagem das células nos tampdes mais intensificam estas diferencas. Isto é,
no tempo de 0 horas, praticamente ndo se observa diferenca entre os tampdes,
no entanto, com o decorrer do tempo, percebe-se uma maior eficiéncia do soro

bovino fetal.

TABELA 6. COMPARACAO DOS DIFERENTES TRATAMENTOS/DOSES DE
CONTAMINAGAO X TAMPAO DE DILUICAO X TEMPO DE CONSERVACAO. F=
RESULTADO PARA ANOVA BIFATORIAL; LSD= MINIMAS DIFERENGAS SIGNIFICANTES
DE FISHER; * RESULTADO SIGNIFICANTE (p<0,05); n.s. = RESULTADO Na&aoO
SIGNIFICATIVO; CTR= GRUPO CONTROLE; CCT1= GRUPO CONTAMINADO COM 0,05
pg/L DE FIPRONIL; CCT2= GRUPOS CONTAMINADO COM 0,10 pg/L; CCT3= GRUPO
CONTAMINADO COM 0,23 pg/L. CSB=SORO BOVINO FETAL; CTR= TRIS; CTF= TAMPAO
FOSFATO SALINO (PBS).

LSD (tempos)

TRATAMENTO F 0 horas 24 horas 48 horas
Controle n.s. - - -
CCT1 Fa110= 5,42* CTF=CTR=CSB  CTF>CTR,CSB CTF=CTR=CSB
CCT?2 Fua126)= 5,63* CTF=CTR=CSB  CTF>CTR,CSB CTF>CTR>CSB
CCT3 Fua116 = 5,30* CTF>CTR,CSB  CTF>CTR,CSB CTF>CTR>CSB

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho mostraram que a solucdo que
melhor preserva as células por um maior periodo de tempo € o soro bovino
fetal, seguido pelo Tris e por ultimo o tampéo fosfato salino (PBS).

Este resultado concorda com Ramsdorf et al. (2009) que conservou
amostras de sangue de Rhamdia quelen em trés diferentes solucdes: soro
bovino fetal, EDTA e PBS. Apés, realizou coletas deste material nos tempos 0
hora, 24 horas, 48 horas e 72 horas, para realizacdo do Ensaio Cometa, além
da citometria de fluxo. Os seus resultados também apontaram o soro bovino
fetal como o melhor conservante para as células, seguido pelo PBS (tampéao
fosfato salino) e por ultimo o EDTA. Neste mesmo trabalho, a andlise de
viabilidade celular por citometria de fluxo revelou que o soro bovino fetal
mantém as celulas viaveis por mais tempo.

O soro bovino fetal foi a solugéo testada que deu uma resposta mais
satisfatéria na conservacdo de células, provavelmente, devido as
caracteristicas de sua composicdo. O soro é uma rica fonte de proteinas,

contendo fator de crescimento, aminoacidos, carboidratos, ions, vitaminas,
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entre outros compostos. Provavelmente, varios componentes do soro
beneficiam a protecdo das células em estudo, como é o0 caso da alta
quantidade de glicose (~0,6 -1,2 mg/ml) (MAURER, 1986), que pode servir
como fonte para o metabolismo celular (SCOTT,; LECAK; ACKER, 2005). A
presenca de inibidor de protease € particularmente importante por causa de
sua atividade anti-tripsina, que inibe esta enzima a agir contra as células.
Adicionalmente, a osmolaridade do soro (322mM) (MAURER, 1986) é similar
aguela do sangue do peixe de agua doce (POTTS; PARRY, 1964).

Em contrapartida, estudos revelam que Tris e PBS possuem efeitos
negativos as células. Para o Tris foram evidenciados efeitos deletérios deste
tampdo no crescimento e nos conteudos de clorofila e ficoeritrina da alga
Gracilaria birdiae (URSI; GUIMARAES; PLASTINO, 2008). Para as células
mantidas em PBS verificaram-se, significativamente, mais quebras de DNA do
gue nas mantidas em soro bovino fetal. Esse resultado pode ser relacionado
com a baixa osmolaridade do PBS (149,14 mM) em comparacdo aquela
usualmente encontrada em peixes de agua doce (que corresponde a 292,5 mM
em Salmo truta) (POTTS; PARRY, 1964). A diferenca de osmolaridade entre as
células de peixe e o PBS pode ter levado a um influxo de 4gua para dentro das
células afetando o nucleo (RAMSDORF et al. 2009).

H4 uma clara necessidade de métodos sensiveis que sdo aptos a
avaliar impactos cronico e agudos de contaminacédo aos organismos. Em 1997
concluiu-se que o Ensaio Cometa é uma técnica promissora para deteccao de
dano ao DNA, no entanto mais pesquisas eram necessarias para obter uma
técnica mais eficaz (BELPAEME; COOREMAN; KIRSCH-VOLDERS, 1998).

Muitos laboratérios tém atribuido esforco para aperfeicoar a
aplicabilidade do Ensaio Cometa em muitos campos da pesquisa. Esse
desenvolvimento resultou em um grande nimero de protocolos, principalmente
de métodos modificados de Singh (1998) e Tice (1995). Consequentemente,
comparacoes interlaboratoriais s&o comprometidas por falta de padronizacéo
(BELPAEME; COOREMAN; KIRSCH-VOLDERS, 1998).

O uso do Ensaio Cometa em pesquisas de campo geralmente envolve
muitas amostras. Um método efetivo para a preservacdo das amostras € assim
pré-requerido para ampliar a aplicacdo da técnica. Duas técnicas mais ja foram

estudadas, a criopreservacao e a estocagem em solucéo de lise. Nacci, Cayula
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e Jackim (1996) estocou laminas na lise por mais de 4 meses. Ja a
criopreservacdo ndo se mostrou muito satisfatéria na preservacao das células,
mas ainda mostrou-se mais eficaz para sangue do que para rim e branquias
(VAN DER ELST, 1992).

Portanto, conclui-se no presente trabalho, que o soro bovino fetal é a
solucdo que melhor preserva as ceélulas branquiais e o material genético de
Rhamdia quelen, por um tempo de até 48 horas na auséncia de luz. Este
resultado pode ser extrapolado para varios peixes de agua doce, em geral.

Esta possibilidade de armazenar as células em ependorfes por um
tempo maior, quando em trabalhos de campo e/ou com grandes quantidades
de materiais, ndo sendo possivel o preparo imediato e simultdaneo de todas as

amostras, facilitara os procedimentos para o Ensaio Cometa.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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