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1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

A crescente atividade agrícola à nível global desencadeia um crescimento exponencial no 

uso de agrotóxicos (Carneiro, 2012). Desta forma, há grande preocupação a respeito das 

possíveis ações destes contaminantes em espécies que habitam ambientes inseridos em 

matrizes agrícolas, uma vez que não há conhecimento total quanto aos efeitos colaterais 

involuntários à vida selvagem (Köhler e Triebskorn, 2013). É apontando ainda que o uso 

intensivo de agrotóxicos, contribui para mudanças nas propriedades da água, o que pode 

refletir-se na saúde dos organismos que vivem nestes ambientes (González et al. 2017). 

Assim, a capacidade tóxica de alguns agrotóxicos permite que ocorra uma bioacumulação 

nos ecossistemas aquáticos o que pode levar a efeitos tóxicos tanto em espécies de animais 

desses habitats, quanto àquelas que dependem do solo (Milhome et al, 2009). 

Neste contexto, cita-se que a contaminação dos sistemas aquáticos tanto 

superficiais quanto subterrâneos por pesticidas tem causado preocupação por parte de 

pesquisadores (Dores & De-Lamonica-Freire, 2001). Estudos demonstram que o uso de 

pesticidas em práticas agrícolas pode estar contribuindo com o declínio populacional de 

indivíduos que dependem destes ambientes, uma vez que vestígios de agroquímicos têm 

sido encontrados em organismos que habitam áreas de monoculturas (Davidson et al., 

2002). 

Neste sentido, os peixes são comumente utilizados em estudos ecotoxicológicos, 

uma vez que demonstram grande potencial para indicar contaminantes mutagênicos em 

ambientes aquáticos, pois possuem a capacidade de concentrar e armazenar nutrientes 

(Al-Sabti, 1991). Esses organismos demonstram alterações fisiológicas a níveis 

ambientais baixos de xenobióticos, sendo, portanto, considerados bons bioindicadores da 

qualidade do ambiente e, portanto, modelos de estudos para toxicidade em vertebrados 

(Sancho et al., 2010). A espécie Astyanax bimaculatus é representada por animais de 

pequeno porte com hábitos diurnos e potamódromos, realizando migrações em diferentes 

massas de água doce (Ferraro, 2009). É encontrada em rios e zonas litorâneas, onde se 

alimenta de material vegetal, detritos, escamas de peixes, insetos e crustáceos (Arcifa et 

al., 1991). A espécie é encontrada em toda América do Sul e está bem adaptada às 

condições climáticas do país (Vilela & Hayashi., 2001). 

Desta forma, considerando a lacuna de trabalhos para A. bimaculatus, se torna 

importante analisar sua sensibilidade toxicológica (Matsumoto & Cólus, 2000). Essa 

espécie possui forte movimento econômico por ser consumido amplamente no país e com 

seu uso intensivo na pesca, além de já ter sido apontada como um ótimo biomarcador 
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ecotoxicológico (Ferraro, 2009). 

O uso indevido de pesticidas como o Thiodan, Dimilin entre outros, conduz 

alterações morfológicas em tecidos de peixes (Marcon et al., 2016). Sendo assim, alguns 

produtos químicos podem ser causadores eventuais de doenças e falhas reprodutivas 

nestes animais (Khan & Law., 2005), por atuar fortemente como desreguladores 

endócrinos (Jobling et al. 2006). Quantidades distintas de pesticidas que não possuem 

concentração suficiente para ocasionar altas taxas de mortalidade podem ser associadas a 

diversas alterações subletais evidenciadas em distúrbios fisiológicos nos indivíduos, 

prejudicando assim, a sobrevivência em peixes (Kegley et al., 1999). 

As técnicas que utilizam bioindicadores para avaliação de impactos advindos de 

agrotóxicos podem ser divididas em duas linhas principais, sendo a primeira responsável 

pelo monitoramento de alterações em populações, comunidades e ecossistemas, e a 

segunda responsável pela avaliação de alterações individuais na taxa de crescimento, 

comportamento, malformações, reprodução e alterações bioquímicas e fisiológicas em 

nível celular (Rosenberg 1993; Tavera-Mendoza et al. 2002; Carr et al. 2003; Rohr e 

Palmer 2005). O teste do micronúcleo (MN) é uma ferramenta que marca danos 

citogenéticos em indivíduos que sofreram impactos por compostos genotóxicos (Naqvi et 

al., 2016). Os MNs são massas pequenas de cromatina citoplasmática externa ao núcleo 

de células, que podem ter origem de uma ruptura cromossômica (Heddle et al., 1991). 

Resultados de pesquisas mostram a importância e excelência do uso integrado do teste de 

micronúcleo e análise de estresse oxidativo para a avaliação do impacto que poluentes 

causam em ambientes aquáticos (Nwani et al., 2017). Além de micronúcleos, alguns 

autores observaram a ocorrência de outras anormalidades nucleares, tais como núcleos 

com brotos, células lobadas e células binucleadas, sugerindo que estas devem ser levadas 

em consideração como alterações nucleares (Gonzàlez et al., 2017) ao analisar sangue 

periférico. 

Estudos apontam o efeito tóxico de fungicidas como uma das prováveis causas de 

mortes e doenças em peixes e aves (Vermeer et al., 1974). Sendo assim, considerando que 

pesticidas são suspeitos de proporcionar fatores que auxiliam o declínio de algumas 

populações de organismos que dependem do meio aquático (Khan & Law., 2005), estudos 

que avaliem os efeitos destes contaminantes em peixes se fazem necessários. Aliado a 

esta questão, o Elatus® é um fungicida de contato e sistêmico, usado em pulverizações 

preventivas, para o controle de doenças da parte aérea das culturas do algodão, amendoim, 

cana-de-açúcar, feijão, milho e soja (ELATUS, 2017). Esse produto possui classificação 
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toxicológica I (extremamente tóxico), e classificação do potencial de periculosidade 

ambiental classe II (produto muito perigoso ao meio ambiente) (ELATUS, 2017). 

Partindo desta questão, e considerando que não há até o momento, estudos que analisem 

os possíveis efeitos deste fungicida sobre peixes. 

 
2. OBJETIVOS 

 
 

2.1.1 OBJETIVO GERAL 

Analisar os efeitos causados pelo fungicida Elatus® em peixes da espécie 

Astyanax bimaculatus através da análise de micronúcleos e outras alterações eritrocitárias 

nucleares (AENs). 

 

 
2.1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

- Análise das células sanguíneas para verificar possível formação de micronúcleos; 

 
- Avaliar demais alterações nucleares, tais como, células anucleadas, binucleadas, com 

núcleo lobado e presença de broto nuclear; 

-Verificar em qual concentração do agente xenobiótico (Fungicida) se observará maior 

efeito mutagênico. 

 
3. MATERIAL E MÉTODOS 

Delineamento experimental 

Cinquenta e quatro (54) indivíduos foram dispostos em uma caixa d’água (500L) 

para aclimatação por sete dias. Após o período de aclimatação, os animais foram 

aleatoriamente distribuídos para os seguintes tratamentos: Exposição ao Elatus® em 

concentração de 10 μg/L (Grupo T2), concentração de 30 μg/L (Grupo T3) e grupo 

controle (Grupo T1; sem contaminante). Cada tratamento foi representado por três 

aquários (réplicas) com seis espécimes de A. bimaculatus cada, totalizando dezoito 

espécimes por tratamento. A concentração letal do experimento foi embasada com o 

fungicida Captan® tendo a CL50 0.2 (mg/l, 96h) (Choudhury, 2018). Os espécimes 

ficaram expostos às concentrações de Elatus® por 48 horas, e logo após o período de 

exposição, os indivíduos de todos os tratamentos foram eutanasiados em solução de 

benzocaína (5g/L) para o processamento do material. 
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Processamento do material 

O sangue dos indivíduos para rotina histológica foi obtido através de secção 

caudal. As lâminas foram fixadas em metanol, coradas com solução de Giemsa a 7% e 

levadas ao microscópio óptico (aumento de 100x) para análise da presença de 

Micronúcleos (MNs) e de mais alterações eritrocitárias nucleares (AENs). Para 

identificação de micronúcleos, foram considerados pequenos corpos de cromatina, não- 

refrativos, circulares ou ovais, exibindo a mesma coloração e padrão de focalização do 

núcleo principal (Çavas e Ergene-G˛zˇkara, 2005). Para análise de outras alterações 

eritrocitárias nucleares (AENs), foram consideradas: células binucleadas, células com 

broto nuclear, cariorréxi, células anucleadas, células com núcleo entalhado e células 

segmentadas (Carrasco et al. 1990). 

 
Procedimentos legais e acondicionamento do material 

Todos os procedimentos foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais do IF Goiano (CEUA/IF Goiano) (nº 8285210818). Os espécimes utilizados no 

experimento foram depositados na coleção ictiológica do Laboratório de Biologia Animal 

do IF Goiano. 

 
Análises Estatísticas 

Para as análises estatísticas, a homogeneidade das variâncias foi testada pelo teste 

de Levene. Quando paramétrico (dados transformados em log10) o teste One-Way- 

ANOVA foi aplicado seguido do teste Post-hoc de Tukey. Quando não paramétricos 

correremos um teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste Dunn. Os resultados foram 

comparados entre as diferentes concentrações (concentração Controle, T2, T3). Um 

p<0,05 foi considerado significativo. 

 
4. RESULTADOS 

 

A presença de anormalidades celulares foi avaliada em Astyanax bimaculatus 

expostos as concentrações de 10μg/L e 30 μg/L do fungicida Elatus®, em relação a uma 

população controle, (Figura 1). Após os períodos de exposição, foram observadas 

diferenças significativas sobre a frequência de anormalidades, em comparação ao 

controle. O grupo exposto a concentração de 10μg/L, apresentaram uma taxa significativa 

na frequência de micronúcleos (p<0,05), em comparação ao grupo controle (Figura 2). 
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Foram realizadas análises individuais para as AENs e alteração significativa (p<0,05) foi 

evidenciada para as células com núcleo segmentado, núcleo binucleado e núcleo 

entalhado, para os grupos de exposição a 10μg/L e 30μg/L, em relação ao grupo controle. 

Foi analisado a junção de todas AENs e comparados ao controle, no qual foram 

apresentados resultados significativos (F (2, 27) = 4. 1182, p = 0.02) para as duas exposições 

(10μg/L e 30μg/L) (Figura 3). 

 
 

Figura 1: Células sanguíneas de A. bimaculatus. A: Célula padrão (a) e célula anucleada (b) de 

animais expostos ao tratamento de 30µg/L de fungicida. B: Micronúcleo (a) e broto nuclear (b); 

tratamento de 10µg/L. 
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Figura 2: Frequência de micronúcleo em Astyanax bimaculatus expostos ao fungicida Elatus®. 

Os dados foram transformados por Log10 e são apresentados como média (círculos) e desvio 

padrão (barras verticais). 

 

 

 
Figura 3: Frequência total de anormalidades eritrocitárias nucleares. A média é representado 

pelos círculos e desvio padrão pelas barras verticais. 
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Todas alterações encontradas durante experimento, podem ser interpretadas através de 

uma tabela de média e desvio padrão, classificando-as por grupo de exposição e tipo de alteração 

nuclear (Tabela 1). Foram destacadas as alterações na frequência de micronúcleos (F (2, 27) = 

4.6521, p = 0.01) para o tratamento de 10 μg/L, célula binucleada (H (2, N = 30) = 2.230769, p = 

0.02) para o tratamento de 10 μg/L, célula com núcleo entalhado (F (2, 27) = 4.3429, p = 0.02) para 

o tratamento de 10 μg/L e célula com núcleo segmentado (H (2, N = 30) = 6.428571, p = 0.04) para 

o tratamento de 30 μg/L. 

 
Tabela 1: Média ± Desvio Padrão sobre a frequência das anormalidades nucleares por 1000 

células de Astyanax bimaculatus. 

MN e AENs Controle (n10) 10μg/L (n10) 30μg/L (n10) 

Micronúcleo 0,00±0,12 0,38±0,26* 0,30±0,26 

Célula anucleada 0,00±0,12 0,00±0,12 0,00±0,00 

Célula binucleada 0,00±0,00 0,15±0,22* 0,00±0,12 

Núcleo lobado 0,00±0,69 0,00±0,69 0,00±1,13 

Núcleo entalhado 0,00±1,05 3,00±2,20* 2,00±1,71 

Broto nuclear 0,00±0,00 0,00±0,20 0,00±0,00 

Núcleo Reniforme 0,00±0,00 0,00±0,00 0,00±0,16 

Núcleo segmentado 0,00±0,00 0,00±0,00 0,00±0,25* 

 

 

5. DISCUSSÕES 

Os resultados observados descreveram a sensibilidade de A. bimaculatus ao fungicida 

Elatus®', uma vez que o experimento durou 48 horas e ambas as concentrações apresentaram taxa 

de mortalidade de aproximadamente 44%, diferente do grupo controle, onde não foi registrada 

mortalidade. Iturburu et al. 2016, descreveu que a partir das 48 horas de exposição, já é possível 

analisar alterações induzidas pelo estresse e segundo Shahi & Singh (2014), Clarias batracu 

expostos ao pesticida Mancozeb® nas concentrações subletais (80% de LC50 de 24h) por 24, 48, 

72 e 96 horas, é descrito que a partir das 48h, a visualização de micronúcleo já é significante para 

esta espécie de peixe. 

O micronúcleo pode ser segregado em duas origens, aneugênico e clastogênico (Iturburu et al. 

2016), e a aparição significativa do micronúcleo e de outras anormalidades, pode ser proporcionada 

pelo estresse oxidativo (Oliveira et al. 2010). Este resultado é abordado também por Srivastava & 

Singh (2015), que abordaram estudos ecotoxicológicos com a espécie Clarias batracus, que foram 
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expostos ao fungicida Propiconazole® nas concentrações 1.11 e 2.23 mg/L. De acordo com 

Srivastava et al. (2016), os agentes químicos presentes no meio ambiente induzem a genotoxicidade 

e a mortalidade em peixes e indivíduos em contato com agroquímicos podem sofrer alterações 

celulares, comportamentais e fisiológicas. Estas alterações que atingem os tecidos somáticos podem 

acarretar problemas, que a nível molecular, através de interações com o DNA, formam lesões de 

efeitos adversos, comprometendo os períodos reprodutivos e aumentando as taxas de mortalidade 

dos indivíduos contaminados (Iturburu et al. 2016). 

Estudos que associam a genotoxicidade e mortalidade de peixes a condições de estresse 

induzidas por contaminantes agrícolas, mostram cenários que percorrem desde alterações 

nucleares, até a mortalidade e redução de populações de peixes em ambientes naturais (Hussain 

et al. 2018). Mas assim como observado por Ferraro (2009), antes de evidências de estresse 

macroscópicas (morte e alterações fisiológicas), os indivíduos contaminados apresentam 

alterações comportamentais e celulares. 

A presença significativa de micronúcleo, núcleo entalhado e células binucleadas também 

foram evidenciadas no trabalho de Ghisi et al (2014), em peixes expostos a águas com resíduos 

agrícolas. Segundo Azevedo et al (2012), as células com núcleo entalhado são comprovadas como 

a anormalidade nuclear mais usual nos estresses causados por atividades antropogênicas. Células 

binucleadas e células com núcleo entalhado podem ser resultado de uma ação aneugênica 

consequente de substâncias tóxicas (Fernandes et al. 2007), em destaque das células binucleadas, 

esse desequilíbrio genético pode levar à carcinogênese (Rodilla, 1993). 

A análise comportamental, não foi utilizada como foco da pesquisa e como avaliação 

adicional, foi observado que durante o experimento os indivíduos apresentaram alterações 

prejudiciais para a natação evidenciada pela orientação natatória do peixe no aquário, no qual 

alguns indivíduos portavam forrageio inviabilizado por não nadarem de forma usual como no 

grupo controle. Os animais expostos ao tratamento de 10µg/L, ficaram imóveis de forma oposta 

à superfície do aquário com curtos impulsos de natação, resultando em uma natação inviável para 

forrageio e alimentação. A partir da análise de todos os indivíduos expostos ao fungicida, ambos 

mostraram maior taxa de danos em relação ao grupo controle, porém, os que estavam no T2 

(10μg/L), apresentaram maior frequência de anormalidades e micronúcleos, como também 

constatado por Ferraro (2009), que em seus estudos ecotoxicológicos com a espécie A. 

bimaculatus, demonstraram que menores concentrações e menor período de exposição 

apresentam danos ao DNA , e mesmo que os danos sejam passíveis de reparo é coerente pensar 

que alguns danos podem não ser reparados e consequentemente, e assim trazer algum prejuízo às 

células e ao indivíduo. Os estudos que abordam a exposição de peixes a fungicidas são escassos. 

Em relação ao Elatus®, até então, não há pesquisas sobre os diversos efeitos que este produto pode 



17  

proporcionar a estes organismos aquáticos. Assim, pesquisas adicionais são encorajadas com outras 

doses, bem 

como, determinação de dose letal, para finalmente compreender maiores respostas genotóxicas 

nesses animais. 

6. CONCLUSÃO 

Os peixes da espécie Astyanax bimaculatus são sensíveis à exposição ao fungicida 

ELATUS®, na qual foi testemunhado aumento na frequência de MNs e AENs nos indivíduos 

expostos em relação ao grupo controle. Além disso, a mortalidade dos indivíduos e alterações 

comportamentais natatórias também foram evidenciadas. Com isso, mais estudos sobre a 

toxicologia deste fungicida tornam-se necessários para compreender os riscos e impactos que 

podem causar a ictiofauna em ambientes naturais. 
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