GOVERNO DO ESTADO DE SAO PAULO
SECRETARIA DE AGRICULTURA E ABASTECIMENTO
AGENCIA PAULISTA DE TECNOLOGIA DOS AGRONEGOCIOS
INSTITUTO DE PESCA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AQUICULTURA E PESCA

EFEITO TOXICO AGUDO E GENOTOXICO CAUSADO PELA FORMALINA
EM Danio rerio (PEIXE-ZEBRA): AVALIACAO DE CONCENTRACOES
SEGURAS PARA USO PROFILATICO NA AQUICULTURA

André Sangineto Resendes
Orientadora: Prof.2 Dra. Claudia Maris Ferreira Mostério

Co-orientadora: Prof.2 Dra. Cintia Badar6 Pedroso

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pé6s-graduacdo em Aquicultura e Pesca do
Instituto de Pesca - APTA - SAA, como parte
dos requisitos para obtencdo do titulo de

Mestre em Aquicultura e Pesca.

Sao Paulo

Novembro — 2017



GOVERNO DO ESTADO DE SAO PAULO
SECRETARIA DE AGRICULTURA E ABASTECIMENTO
AGENCIA PAULISTA DE TECNOLOGIA DOS AGRONEGOCIOS
INSTITUTO DE PESCA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AQUICULTURA E PESCA

EFEITO TOXICO AGUDO E GENOTOXICO CAUSADO PELA FORMALINA
EM Danio rerio (PEIXE-ZEBRA): AVALIACAO DE CONCENTRACOES
SEGURAS PARA USO PROFILATICO NA AQUICULTURA

André Sangineto Resendes
Orientadora: Prof.2 Dra. Claudia Maris Ferreira Mostério

Co-orientadora: Prof.2 Dra. Cintia Badar6 Pedroso

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pé6s-graduacdo em Aquicultura e Pesca do
Instituto de Pesca - APTA - SAA, como parte
dos requisitos para obtencdo do titulo de

Mestre em Aquicultura e Pesca.

Sao Paulo

Novembro — 2017



Dados Internacionais de Catalogagéo na Publicac¢éo (CIP)
Elaborada pelo Nucleo de Informagao e Documentagao. Instituto de Pesca, Sdo Paulo

R433e Resendes, André Sangineto
Efeito toxico agudo e genotoxico causado pela formalina em danio rerio
(peixe-zebra): avaliagdo de concentragBes seguras para uso profilatico na
aquicultura. / André Sangineto Resendes. — S&o Paulo, 2017.
v, 42f.; il.; gréaf.; tab.

Dissertagdo (mestrado) apresentada ao Programa de P6s-graduagdo em
Aquicultura e Pesca do Instituto de Pesca — APTA - Secretaria de Agricultura e
Abastecimento.

Orientadora: Claudia Maris Ferreira Mostério

1. Formol. 2. Formaldeido. 3. Ensaio Agudo. 4. Micronucleo. I. Mostério,
Claudia Maris Ferreira. II. Titulo.

CDD 574

Permitida a copia parcial, desde que citada a fonte — O autor




GOVERNO DO ESTADO DE SAQ PAULO
SECRETARIA DE AGRICULTURA E ABASTECIMENTO
AGENCIA PAULISTA DE TECONOLOGIA DOS AGRONEGOCIOS

INSTITUTO DE PESCA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM AQUICULTURA E PESCA

CERTIFICADO DE APROVAGAOQ

“EFEITO TOXICO AGUDO E GENOTOXICOS CAUSADO PELA

FORMALINA EM Danio rerio (PEIXE-ZEBRA): AVALIACAO DE

CONCENTRAGCOES SEGURAS PARA USO PROFILATICO NA
AQUICULTURA”

AUTOR: André Sangineto Resendes

ORIENTADORA: Profa. Dra. Claudia Maris Ferreira Mostério
CO-RIENTADORA: Dra. Cintia Badaré Pedroso

Aprovado como parte das exigéncias para obtengéo do titulo de
MESTRE EM AQUICULTURA E PESCA, Area de Concentragao em
Aquicultura, pela Comissdo Examinadora:

odo WL henfensy

Profa. Dra. Claudia Maris Ferreira Mostério

Corlor St
Profa. Dra. Carla Lima

Prof. Dr. Fernafid® Augusto de Oliveira Ribeiro

Data da realizagdo: 07 de novembro de 2017

)/j ' 7"/} j
Uptio . /- Mmoace
Presidente da Comissdo Examinadora
Profa. Dra. Claudia Maris Ferreira Mostério




‘A ignorancia gera mais frequentemente
confianga do que o conhecimento: sdo 0s que
sabem pouco, e ndo aqueles que sabem muito, que
afirmam de uma forma tdo categdrica que este ou
aquele problema nunca sera resolvido pela ciéncia”.
(Charles Darwin)



Agradecimentos

Ao instituto de Pesca pela infra-estrutura e todo suporte.

A CAPES por ter concedido a bolsa de Mestrado.

Minha orientadora Dr.2 Claudia Maris Ferreira Mostério e coorientadora
Dr.2 Cintia Badaro Pedroso por toda ajuda, apoio e orientacdo durante esses
dois anos de mestrado, muito obrigado.

A minha familia por sempre estarem por perto e me ajudando em todos
0S momentos, aos meus pais por todo carinho e amor.

A minha esposa Anny por ter vivido comigo toda essa trajetoria, sempre
me apoiando e me ajudando. Ao nosso filho lindo que Deus nos deu, Gabriel,
Nosso novo amor incondicional que nos traz muita alegria.

Aos colegas da poés-graduacdo do IP que sempre ajudaram nos
experimentos e nos estudos, Diego Sales, Karen Ferreira, Fernanda Menezes,
Patricia Teixeira, Fernanda lkari, Cinthia Rodrigues e Sthefany Rosa.

A Dr.2 Maria Letizia Petesse pelo auxilio nas andlises estatisticas.

A todos os funcionarios do IP que estiveram presentes durante essa

jornada, muito obrigado a todos!

Vi



Sumario

F o= To [=Tod o 0T =T o) (o 1 Vi
YU 4= T o TR vii
Indice de tabelas € fIQUIAS.........ccuecviieieie e viii
TS T Lo o 1= - | IX
Y o 1] 4 = T3 U X
INTFOAUGEO GEIAI.....uiiiiiiiiiiiiiee bbb 2
Referéncias bibliografiCas...........ceeiiiiiiiiiiiee e 5
(@72 011 11 Lo T U TPP RO PPPPPRRRT 7
RESUMO ...t e e e e e e e e eaa e 8
Y 013 = T S 9
[T oTo [1 o> T PP 10
MateriaisS € MELOUOS .......uuuuurriiriiiiiiiiiiiiiiiiie e eerraaennannsneannnnes 12
S U1 = To [0 1 PP 15
D LYol 1SS T 22
CONCIUSED ... 25
Referéncias bibliografiCas ...........cccuuiiiiiiiiii e 25
Considerag0es fINAIS .......cuvuiiiiii e 29
F N 11 1 TP PUPPPTT 30

vii



indice de tabelas e figuras

CAPITULO 1

Figura 1. Mortalidade acumulada durante o ensaio agudo com formalina
usando o peixe Danio rerio com 96h de exXpoSICa0.............cccccuvvviiiiiiiiiiiieeeeennn. 16
Figura 2: Mortalidade acumulada durante o ensaio crénico com formalina
usando o peixe Danio rerio com 192h de eXpOSICAO.......ccceveeeerreereerrieeeeiiiriinnnns 17
Figura 3: Incidéncia de micronucleos em Danio rerio do grupo Controle (sem
exposicdo a formalina) antes (Momento Zero), durante (96h) e no final da
experimentacao (L192N).......oo s 18
Figura 4: Incidéncia de micronucleos em Danio rerio das 96h (A) e 192h (B)
nos diferentes tratamentos de exposicdo cronica a formalina: C — Controle
negativo; T1 — 0,45mg.L™"; T2 — 4,57mg.L*, T3 — 22,86mg.L* e Controle
positivo (30,0mg.L™). Para atender os requisitos da analise foi retirado um
(01011 = 19
Figura 5: Grafico modelo linear generalizado (GLM) entre as concentracdes de
formalina e a incidéncia de microndcleos (1000 eritrocitos/lamina) encontrados

durante 0 teste de toxicidade cronica com Danio

Figura 6: Fotomicrografia de eritrécitos do sangue periférico de Danio rerio,
evidenciando micronucleos corados através da reacdo de Fuelgen, devido a
exposicdo formalina. AumMeNnto de 1000X..........coovuiiiiiiiumiiiiiiiiieeee e e e e 21
Tabela 1: Tempo de tombamento e recuperacdo dos peixes Danio rerio sob a
acao da benzocaina (N= 12).....c.uuuiiiiiiiee e 15
ANEXOS

Figura 1. Mortalidade acumulada durante o ensaio agudo com formalina
usando o peixe Danio rerio com 96h de eXPOSIGA0........ccevvieeeerieeieiiiieiiieieiiiiens 33
Figura 2: Mortalidade acumulada durante o ensaio crénico com formalina
usando o peixe Danio rerio com 192h de expoSIiGa0............ccccuvvvviiiiieeiiieeeeeenn. 33
Figura 3: Incidéncia de micronucleos em Danio rerio do grupo Controle (sem
exposicdo a formalina) antes (Momento Zero), durante (96h) e no final da
experimentagao (L92N).......ooi s 34

viii



Resumo geral

A formalina é um dos fungicidas mais utilizados na aquicultura e tem uma
variedade de aplicagBes porque é altamente reativa, incolor, estavel, pura na
forma comercial e de baixo custo. E muito usada no tratamento de doencas
causadas por fungos e parasitas. A formalina € uma solucao aquosa com 37%
a 40% de formaldeido, é volatil e irritante e causa cancer em ratos de
laboratério podendo causar hipersensibilidade ao contato e danos no pulméo
em humanos. E por esta razdo que as concentracdes ideais e possiveis
residuos da formalina que podem ser langados no ambiente aquético precisam
ser estudados. O Danio rerio ou paulistinha € uma espécie de peixe popular
entre os aquaristas reconhecida internacionalmente para uso em ensaios
ecotoxicoldgicos. Possui boa capacidade para suportar grandes variacdes de
temperatura, pH e dureza da agua e também demonstram uma 6&tima
sensibilidade a elevado numero de substancias quimicas. Assim, o objetivo
deste estudo foi verificar os efeitos toxicos e genotoxicos da formalina e
determinar as concentracfes letais e genotoxicas desse quimico, para
subsidiar seu uso seguro em processos de desinfeccdo nas pisciculturas
comerciais. Para tanto, utilizamos ensaios agudos e cronicos utilizando-se
metodologias da ASTM (American Society for Testing and Materials), pela
APHA (American Public Health Association) e ABNT (Associacéo Brasileira de
Normas Técnicas). Para verificar o possivel efeito genotdéxico utilizamos o
Teste de micronucleos realizado nos eritrocitos do sangue periférico dos peixe-
zebra em coletas ao longo do ensaio cronico as 0Oh, 96h e 192h de exposicéo.
A Clsg.gen da formalina para o D. rerio foi de 45,73mg.L'1. Este valor esta
préximo das concentracdes utilizadas em banhos de tratamento de doencas de
peixes. Entretanto, este quimico mesmo em concentragfes crbénicas causou
mortalidade e efeitos genotdxicos ao longo do tempo nos animais. Assim
recomendamos mais estudos e outros testes envolvendo este quimico para o
uso de concentracdes ambientalmente seguras.

Palavras chave: formol, formaldeido, ensaio agudo, micronucleo.



Abstract

Formalin is one of the most commonly used fungicides in aquaculture and has a
variety of applications because it is highly reactive, colorless, stable, pure in
commercial form and low cost. It is widely used in treatment of diseases caused
by fungi and parasites. Formalin is an aqueous solution with 37% to 40%
formaldehyde is volatile and irritant and causes cancer in laboratory rats and
may cause contact hypersensitivity and lung damage in humans. It is for this
reason that as ideal concentrations and possible formalin residues that can be
released into the aquatic environment. Danio rerio or paulistinha is a species of
fish popular with internationally renowned aquarists for use in ecotoxicological
trials. It has good capacity to withstand great variations of temperature, pH and
water hardness and demonstrate an excellent sensitivity to high number of
chemical substances. Thus, the objective of this study was to verify the toxic
and genotoxic effects of the formality and to determine lethal concentrations of
the chemical, to subsidize its safe use in disinfection processes in commercial
fish farms. Therefore, it uses acute and chronic tests using ASTM (American
Society of Testing and Materials), APHA (American Public Health Association)
and ABNT (Brazilian Association of Technical Standards) methodologies. To
verify the potential of the genotoxic effect we used the Micronucleus test
performed on erythrocytes of the peripheral blood of zebrafish collected during
the chronic test at Oh, 96h and 192h of exposure. The formaldehyde LCsp.gsn fOr
D. rerio was 45.73mg.L™. This value is close to concentrations in fish disease
treatment baths. However, this chemical even at chronical concentrations
caused mortality and genotoxic effects over time in animals. We therefore
recommend further studies and other tests involving this chemical for the use of
environmentally safe concentrations.

Keywords: formalin, formaldehyde, acute test, micronucleus.
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INTRODUCAO GERAL

A formalina é um dos fungicidas mais utilizados na aquicultura e tem
uma variedade de aplicac6es porque é altamente reativa, incolor, estavel, pura
na forma comercial e de baixo custo. Ela serve como agente de cura,
desinfetante, fungicida e conservante (SANTANA et al., 2015). Entretanto, os
peixes que sobrevivem ao tratamento podem ter sua saude afetada
(VALLADAO et al., 2014).

Este quimico também € muito usado no tratamento de doencas
causadas por parasitas e compete com substancias como peroxido de
hidrogénio, azul de metileno e aménia quaternaria neste tipo de utilizacéo. E
um dos produto mais utilizados por ter facilidade em controlar infeccdes
parasitarias externas, atuando sobre parasitas de branquias, pele e nadadeiras,
sendo efetiva contra a maioria dos protozoarios e trematddeos monogenéticos
(FAJER- AVILA et al., 2003).

A formalina € uma solugdo aquosa com 37% a 40% de formaldeido. E
uma substancia volatil e irritante. Causa cancer em ratos de laboratério e pode
causar hipersensibilidade ao contato e danos no pulmdo em humanos por
poder ser facilmente absorvido vias oral, dérmica e inalatéria. O quimico é
rapidamente biodegradado e ndo se bioacumula na cadeia alimentar (HSDB,
2006). Por esta razdo as solucbes devem ser muito bem seladas durante o
armazenamento e nunca ser permitido em contato com a pele humana (WHO,
2006). As concentracfes ideais e possiveis residuos da formalina que podem
ser lancados no ambiente aquético precisam ser estudados.

Estudos demonstraram efeitos toxicos da formalina em peixes, como
agressao do epitélio branquial (MARTINS, 2004), também hé& relatos que a
toxicidade aumenta com a elevacdo da temperatura da agua (CARRASCHI et
al.,, 2011) sendo esta afirmacdo muito importante para a realizacdo de
tratamentos em peixes na aquicultura.

InfestacOes por parasitas monogenéticos caracterizados por serem
monoxémicos apresentam infestacdes que resultam em lesdes que sdo portas
de entrada para bactérias e fungos tem potencial para gerar grandes perdas
econdbmicas. Todavia, pouco se sabe sobre as relacdes entre os helmintos

monogenoides e peixes ornamentais (GARCIA et al., 2003).



Ensaios ecotoxicoldgicos sdo capazes de definir um impacto toxico em
organismos individuais e na sua bioquimica e fisiologia. Os conhecimentos
adquiridos em laboratério conjuntamente com aqueles obtidos em trabalhos de
campo sao essenciais para a compreensdo do complexo conjunto de
parametros com 0s quais o organismo tem que lidar (KLAASSEN e WATKINS,
2001). Estes tipos de ensaios classificados em agudos ou cronicos sao
realizados com organismos indicadores, 0s quais possuem baixa tolerancia
ecolégica a determinadas substancias quimicas (MAGALHAES e FILHO,
2008).

As exposic¢des séo feitas em diferentes concentragdes de substancias e
compostos quimicos, amostras de efluentes ou agua bruta, por um
determinado periodo de tempo. A exposicdo a um agente toxico pode ser
aguda, quando a concentracao letal do agente toxico é liberada em um Unico
evento e rapidamente absorvida, ou crbénica, quando o agente téxico € liberado
em eventos periodicamente repetidos, em concentracées menores, durante um
longo periodo de tempo. Os testes de toxicidade aguda avaliam uma resposta
severa e rapida dos organismos aquaticos a um estimulo que se manifesta, em
geral, num intervalo de 0 a 96 horas. (RAND & PETROCELLI, 1985).

Danio rerio, peixe-zebra ou paulistinha € uma espécie de peixe que
possui boa capacidade para suportar grandes variacdes de temperatura, pH e
dureza da agua e também demonstra 6tima sensibilidade a elevado niumero de
substancias quimicas sendo reconhecido internacionalmente para uso em
ensaios ecotoxicolégicos (AKANDE et al., 2010). E muito estudado
mundialmente e popular entre 0s aquaristas. Seu uso em pesquisas teve inicio
em 1930, devido a capacidade de adaptacdo em condi¢cdes ambientais naturais
e artificiais variadas.

A espécie caracteriza-se como tropical de agua doce e é originaria da
Asia. Os individuos adultos apresentam coloragéo prateada com listras azul-
escuras e dorso de cor verde- oliva. Vivem em média trés anos e atingem até
cinco cm de comprimento, sdo onivoros e apresentam comportamento pacifico
vivendo em cardumes. O macho apresenta o corpo mais fino e alongando,
coloracdo levemente dourada no abdomen e nadadeiras e listra abdominal
completa. A fémea € mais robusta, maior que o macho e de abdémen saliente,
devido a producéo de ovos (AKANDE et al., 2010).
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Esse organismo fornece um novo modelo de vertebrado para rastreio de
alto rendimento para efeitos de desenvolvimento da exposicao quimica. Muitas
caracteristicas da biologia do peixe-zebra, incluindo tamanho pequeno,
desenvolvimento embrionario rapido e altas taxas de reproducéo, tornam este
sistema modelo muito atraente para avaliacdo rapida dos efeitos de potenciais
téxicos no desenvolvimento (McCOLLUM et al., 2011).

A genotoxicidade é uma especialidade recente, e se situa na interface
entre a toxicologia e a genética, por isto frequentemente denominada de
genética toxicoldgica. Esta visa o0 estudo os processos que alteram a base
genética da vida querem seja na sua estrutura fisica e quimica, o acido
desoxirribonucleico (DNA), processo classificado como mutagénese; quer seja
na alteracdo do determinismo genético a niveis celulares e organicos,
identificados, respectivamente, como carcinogénese e teratogénese (SILVA et
al. 2007).

Os micronucleos (MN) sado ferramentas utilizadas em testes de
genotoxicidade. Eles resultam de fragmentos cromossémicos acéntricos ou de
Cromossomos que se atrasam, em relagdo aos demais, em sua migracéo para
0os polos da célula em anéfase. Os micronucleos podem ser formados pela
interacdo de agentes quimicos, fisicos ou bioldégicos com estruturas néo-
fendmicas, como o fuso mitético e o cinoceto, promovendo distlrbios na
maquinaria mitética e, consequentemente, falhas na segregacao
cromossbmica. Esses agentes também podem afetar o DNA diretamente,
gerando quebras cromossdmicas, que podem ser visualizadas e quantificadas
através de testes de micronucleos. Este teste também tem sido utilizado para
avaliar a toxicidade de produtos quimicos e agentes poluidores e a resposta
citogenética de organismos aquaticos em ambientes contaminados (AL-SABTI
e METCALFE, 1995).

O presente trabalho esta escrito em um capitulo, na forma de artigo
cientifico, intitulado “Efeito téxico agudo e genotdxico causado pela formalina
em Danio rerio (peixe-zebra): avaliacdo de concentracdes seguras para uso
profilatico na aquicultura”. Teve como objetivo avaliar o uso seguro da
formalina em processos de desinfeccdo em pisciculturas comerciais e avaliar
0s possiveis efeitos toxicos e genotoxicos deste quimico, além de determinar

suas concentragdes letais para o peixe Danio rerio.
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EFEITO TOXICO AGUDO E GENOTOXICO CAUSADO PELA FORMALINA
EM Danio rerio (PEIXE-ZEBRA): AVALIACAO DE CONCENTRACOES
SEGURAS PARA USO PROFILATICO NA AQUICULTURA

Resumo

A formalina € um agente de féacil dissolucdo e utilizado como produto
sanitizante, doméstico e hospitalar. E um dos produtos quimicos mais utilizados
como agente de cura, além de ter acdo como desinfetante, fungicida e
conservante. As solugdes de formol sdo intensamente usadas na aquicultura
para a profilaxia e tratamento de parasitas e fungos, mas os efeitos adversos
da sua aplicacdo precisam ser melhor investigados. O Danio rerio ou peixe-
zebra possui grandes vantagens de manejo e criacdo e alta sensibilidade a
produtos quimicos, sendo um modelo experimental ideal para este tipo de
investigacdo. Assim, o objetivo deste estudo foi verificar os efeitos toxicos e
genotdxicos da formalina e determinar as concentracfes letais e genotoxicas
desse quimico, para subsidiar seu uso seguro em processos de desinfeccéo
nas pisciculturas comerciais. Os ensaios agudos e cronicos foram realizados
utilizando-se metodologias da ASTM (American Society for Testing and
Materials), pela APHA (American Public Health Association) e ABNT
(Associacao Brasileira de Normas Técnicas). Para verificar o possivel efeito
genotoxico utilizou-se o Teste de micronucleos que foi realizado ao longo do
ensaio crénico. Foram coletadas amostras sanguineas em 0Oh, 96h e 192h de
exposicao. A CLso.gsn da formalina para o D. rerio foi de 45,73mg.L'1. Este valor
estd proximo das concentracdes utilizadas em banhos de tratamento de
doencas de peixes. Nas contaminacdes com a formalina houve uma relacdo
positiva de micronucleos de acordo com o aumento da concentracdo do
quimico ao longo do tempo. A medida que a concentracdo de formalina
aumenta, a incidéncia de micronucleos cresce e a adicdo de 1mg.L™ desse
quimico corresponderia a um aumento de 2,9% no ndamero médio de
micronucleos. Em outras palavras, a formalina mesmo em concentracfes
cronicas causou efeitos genotdxicos ao longo do tempo em eritrocitos do
sangue periférico de D. rerio. Assim recomendamos mais estudos e outros
testes envolvendo este quimico para o uso de concentracdes ambientalmente
seguras.

Palavras chave: formol, formaldeido, ensaio agudo, micronucleo.



ACUTE AND GENOTOXIC TOXIC EFFECT CAUSED BY FORMALIN IN
Danio rerio (ZEBRAFISH): ASSESSMENT OF SECURE CONCENTRATIONS
FOR PROFILATIC USE IN AQUACULTURE

Abstract

Formalin is an easily dissolving agent and used as a sanitizing, household and
hospital product. It is one of the most used chemicals as a curing agent,
besides acting as a disinfectant, fungicide and preservative. Formaldehyde
solutions are intensively used in aquaculture for the prophylaxis and treatment
of parasites and fungi, but the adverse effects of their application need to be
further investigated. Danio rerio or zebrafish has great handling and creation
advantages and high sensitivity to chemicals, being an ideal experimental
model for this type of investigation. Thus, the objective of this study was to
verify the toxic and genotoxic effects of formalin and determine the lethal and
genotoxic concentrations of the product to support the safe use of this
substance in disinfection processes in commercial fish farms. Acute and chronic
assays were performed using ASTM (American Society for Testing and
Materials), APHA (American Public Health Association) e ABNT (Brazilian
Association of Technical Standards). To verify the possible genotoxic effect the
Micronucleus Test was used that was carried out during the chronic test. Blood
samples were collected at Oh, 96h, and 192h of exposure. The 96 hours median
lethal concentration of formalin for D. rerio was 45.73mg.L™. This value is close
to the concentrations used in fish disease treatment baths. In the
contaminations with the formalin, there was a positive relation of micronuclei
according to the increase of the concentration of the chemical over time. As the
formalin concentration increases, the incidence of micronuclei increases and
the addition of 1mg.L™ of this chemical would correspond to a 2.9% increase in
the mean number of micronuclei. In other words, formalin even at chronic
concentrations caused genotoxic effects over time in peripheral blood
erythrocytes of D. rerio. We therefore recommend further studies and other
tests involving this chemical for the use of environmentally safe concentrations.

Keywords: formalin, formaldehyde, acute test, micronucleus.



Introducao

A formalina € uma solucdo aquosa com 37% a 40% de formaldeido,
volatil e irritante. Segundo a World Health Organization — WHO (2006) esta
substancia causa cancer em ratos de laboratério e pode causar
hipersensibilidade ao contato e danos no pulm&o em humanos. Mesmo com
estas ressalvas a formalina € um dos principais produtos quimicos utilizados na
aquicultura para a profilaxia e o tratamento de parasitas e fungos de
organismos aquaticos.

Trabalhos sobre a eficiéncia do uso desse quimico na aquicultura tém
sido realizados no Brasil (ARAUJO et al., 2004; KLEIN et al., 2004; PAIXAO et
al., 2013), porém ainda néo existe legislacdo especifica para o uso adequado
deste quimico. No uso da formalina destacam-se sua solubilidade em agua, ser
um produto biodegradavel e ndo bioacumulativo, de preco acessivel e ubiquo
(JOHNSON et al., 2003; SANTANA et al., 2015). As desvantagens relacionam-
se ao pH acido entre 2,0 e 4,0 e provavel carcinogenicidade para humanos.

As concentracdes ideais e possiveis residuos da formalina que podem
ser lancados no ambiente aquatico precisam ser estudados. Para este tipo de
investigacdo o Danio rerio ou peixe-zebra € o modelo experimental ideal, pois
apresenta boa capacidade para suportar variacbes de temperatura, pH e
dureza da agua, além de ser reconhecido internacionalmente para uso em
ensaios ecotoxicoldgicos (LIESCHKE and CURRIE, 2007). Muitas
caracteristicas da biologia do peixe-zebra, incluindo tamanho pequeno,
desenvolvimento embrionario rapido e altas taxas de reproducéo, tornam este
animal um modelo muito eficiente para avaliacdo dos efeitos de substancias
quimicas (McCOLLUM et al., 2011).

AL-SABTI and METCALFE (1995) destacam o0s ensaios utilizando
peixes como organismo modelo. Os peixes frequentemente respondem aos
contaminantes de maneira similar a vertebrados superiores, podendo ser
utilizados para rastrear substancias quimicas que apresentam potencial
teratogénico ou cancerigeno em humanos. De acordo com HOWE et al. (2013)
a espécie D. rerio apresenta 70% de similaridade com o ser humano sendo
ideal para o teste de xenobidticos.

A genotoxicidade é uma especialidade recente, e se situa na interface

entre a toxicologia e a genética, por isto frequentemente denominada de
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genética toxicoldgica. Esta visa o0 estudo os processos que alteram a base
genética da vida querem seja na sua estrutura fisica e quimica, o &cido
desoxirribonucleico (DNA), processo classificado como mutagénese; quer seja
na alteracdo do determinismo genético a niveis celulares e organicos,
identificados, respectivamente, como carcinogénese e teratogénese (SILVA et
al., 2007).

Os possiveis efeitos genotdxicos da formalina em organismos aquéticos
podem ser investigados através da incidéncia dos micronucleos nos eritrécitos
do sangue periférico desses animais. O micronucleo (MN) é uma pequena
massa nuclear contendo DNA, delimitada por membrana e sem conexao com o
nucleo principal, que resulta de fragmentos cromossémicos acéntricos ou de
cromossomos inteiros que se perderam do nucleo principal durante a divisdo
celular. Eles ocorrem por disfuncées no fuso mitético; ou pela falta ou defeito
no centrébmero, impossibilitando a ligagdo com as fibras do fuso; ou de
quaisquer mecanismos falhos que permitem a distribuicdo incorreta dos
cromossomos ap6s a anafase, em virtude da presenca de xenobibticos
(LUZHNA; KATHIRIA; KOVALCHUK, 2013; DAVARI et al.,, 2012; KIRSCH-
VOLDERS et al., 2011; FENECH, 2000).

O Teste de Micronucleos consiste na contagem dos fragmentos
acéntricos contendo DNA, gue sdo uma resposta citogenética dos organismos
aguaticos aos xenobiodticos, ambientes contaminados, idade e agentes
estressores (AL-SABTI and METCALFE, 1995, FERREIRA et al., 2003;
SOARES et al., 2003). As alteracBes nucleares eritrociticas sdo excelentes
marcadores de instabilidade genética devido as vantagens como simplicidade,
confiabilidade e sensibilidade (HARABAWY ASA and MOSLEH YYI, 2014).
Apesar dessas caracteristicas, sabe-se que a incidéncia de MN no sangue
depende de dois fatores principais associados a sua génese e sua remocao da
corrente sanguinea. Em peixes, sua criacdo ocorre na por¢cdo de rim que esta
localizado no tecido hematopoiético, enquanto a remocgédo de eritrocitos esta
associada a diferentes 6rgdos como figado e bago dependendo da espécie
(DIAZ-SATIZABAL and MAGOR, 2015).

Para subsidiar o uso seguro da formalina em processos de desinfeccéo

em pisciculturas comerciais, propusemos este estudo com o objetivo de avaliar
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0S possiveis efeitos toxicos e genotoxicos da formalina, e determinar as

concentracdes letais desse quimico para o peixe Danio rerio.

Materiais e Métodos

O trabalho foi executado no Laboratério de Toxicologia Aquatica do
Instituto de Pesca, SP. Foram adquiridos exemplares de D. rerio de um
fornecedor comercial no mesmo estado. Utilizamos animais adultos para
possibilitar a retirada de sangue periférico. As normas técnicas para conducéo
dos ensaios preliminares, agudo e cronico seguiram as recomendacdes feitas
pela ABNT — Associacédo Brasileira de Normas Técnicas (NBR 15088:2016) e
internacionalmente as normas da APHA - American Public Health Association
(2005) e ASTM - American Society for Testing and Materials (2014). Os
experimentos foram conduzidos com a permissdo do Comité de Etica e
Experimentacdo Animal do Instituto de Pesca (Protocolo N°1535).

O delineamento experimental realizado consistiu em dois testes
realizados independentemente: um teste agudo (96h), e um teste cronico
(192h), precedidos de testes preliminares. Todos os testes foram conduzidos
em sistema semi-estatico com quatro réplicas simultaneas.

Os organismos utilizados durante os ensaios preliminar e agudo foram
previamente aclimatados por sete dias em sala climatizada a 25°C+1, com
fotoperiodo controlado de 12:12h. Estes animais foram alimentados
diariamente duas vezes ao dia com 1% da biomassa do aquario, com racéo
farelada (TETRAMIN®) até o momento dos testes. As analises de pH, oxigénio
dissolvido e temperatura foram analisadas pela sonda multiparametro
HORIBA® e amonia total (NH,) e cloro foram feitas com testes colorimétricos
da marca LABCON®. A aménia toxica (NH3) foi calculada de acordo com a
temperatura e pH. A agua usada em todos os tanques de aclimatacdo e
posteriormente nos ensaios foi proveniente da rede de abastecimento publico
(SABESP) declorada por pernoite.

As solugbes estoque de formalina (Labsynth®) na concentracdo de
100g.L™" era preparada sempre no dia exato de cada exposicdo em baldo de
500mL sendo 125mL de formalina e 375mL de agua destilada. Todos os peixes

foram pesados no inicio do experimento.
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Sedacao

Alguns testes preliminares para a sedacdo de D. rerio usando
benzocaina com o objetivo de determinar a concentracdo ideal que nédo
causasse algum dano ao peixe. Os animais com peso medio de 1,3+0,3g foram
anestesiados em trés concentracdes de benzocaina, elas foram: 0,03g.L™:;
0,05g.L™" e 0,10gL™. Utilizando-se um cronémetro digital, marcou-se o tempo
necessario para cada individuo cessar os movimentos, tombar e se recuperar.
Os animais em recuperacao fica em aquarios com agua limpa sem a presenca

do anestésico.

Ensaio Agudo

As concentracdes de formalina utilizadas foram de 20mg.L™, 30mg.L™,
40mg.L™" e 50mg.L™ mais o grupo controle. Os aquarios (8L) foram dispostos
sobre as bancadas aleatoriamente contendo um peixe por litro, ou seja, oito
peixes por aquério e 160 peixes no total. O teste teve a duracdo de 96 horas e
foi conduzido em sistema semi estatico, com renovacgao a cada 24 horas. Nao
foi oferecido alimento aos animais durante este teste.

Os parametros de qualidade da agua (temperatura, oxigénio dissolvido e
pH) foram medidos no momento zero (antes da experimentacdo) e as 96h no

término do experimento, utilizando a sonda multiparametros HORIBA®.

Ensaio cronico

Durante o experimento, os animais foram mantidos em aquérios de 12L
na densidade de um peixe por litro, sendo 12 peixes por aquario num total de
240 peixes. A partir dos resultados obtidos na CLsg.gen, foram determinadas trés
concentracfes a serem testadas: ClLsp+2, CLso+10, CLsp+100 (FERREIRA et
al., 2003; SANTANA et al., 2015), além do controle negativo (sem adi¢cdo do
quimico), e do controle positivo (dicromato de potassio). O dicromato de
potassio foi usado na concentracéo de 30mg.L™ de acordo com NAKAGOME et
al. (2007). A renovacéao das solucdes ocorreu em 96h e o periodo de exposicéo
foi de 192h (9 dias).

Os animais foram alimentados de dois em dois dias com uma proporcao

de 0,5% da biomassa do aquario. Os parametros de qualidade da agua (pH,
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temperatura e oxigénio dissolvido) foram avaliados antes e ap0s a renovacéo

das solucdes com a sonda multiparametros HORIBA®.

Teste do Micronucleo

Ao longo do teste cronico foram coletadas amostras sanguineas de dois
animais por aquario nos momentos zero (inicial), as 96h e 192h (encerramento)
totalizando 102 animais amostrados (FERREIRA et al., 2003). Esses animais
apos a retirada do sangue ndo eram mais colocados nos aquarios do ensaio,
eles ficavam vivos em outro aquario para recuperacao da extracdo de sangue e
nao faziam mais parte do experimento. Para a retirada do sangue foram
usadas agulhas de insulina introduzidas na regido da veia caudal do organismo
e por extravasamento sanguineo o sangue foi coletado.

As extensdes foram fixadas em metanol PA durante 10 minutos, seca ao
ar, imersas em acido cloridrico 5N por outros 10 minutos, e coradas pelo
método de Feulgen por 2h e contra-coradas com o Fast Green (1,5 min).

As laminas foram analisadas em teste cego, e a leitura foi realizada em
microscopio de luz, com objetiva de imerséo (100x). A determinacdo do nimero
de MN foi feita a partir da leitura de 2000 eritrécitos por lamina. Outras
alteracbes hematolégicas como células binucleadas também foram
mensuradas (SANTANA et al., 2015).

Analise estatistica

A Concentracdo Letal Mediana foi estimada através Software Gwbasis
3.0 de acordo com o método estatistico “Trimmed Spearman Karber’
(HAMILTON et al., 1977).

Para a analise da incidéncia de microndcleos utilizamos como
ferramenta estatistica a ANOVA e o teste a posteriori de Tuckey. As diferencas
foram consideradas significativas quando P < 0,5. Também utilizamos um
modelo linear generalizado (GLM) para predizer a incidéncia de micronucleos
assumindo a distribuicdo de Poisson como func¢do de distribuicdo da variavel
resposta (AGRESTI, 2007). A distribuicdo de Poisson foi definida pela equacéo
Y = efy* X onde Y é igual ao nimero de microniicleos esperados, x é a

concentragdo do produto quimico, Bo € B1 S0 o intercepto e inclinacdo do
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modelo (LOGAN, 2010). O teste de Wald foi aplicado para analisar a

significancia de correlagéo.

Resultados

Os valores das médias dos parametros fisicos e quimicos da agua
durante a aclimatacdo foram: pH 7,4+0,1, oxigénio dissolvido 6,7+0,2mg.L™,
25°C+1, aménia 0,002+0,001mg.L™ cloro ausente e dureza de 4gua mole.

A melhor concentracdo para anestesiar os animais foi a de 0,05g.L™.
Nesta concentracdo pudemos observar que o tempo de recuperacdo do peixe
foi menor do que na concentracéo de 0,1g.L™, indicando que o anestésico foi
menos traumatico aos animais (Tabela 1). Todos os animais se recuperaram e

ficaram vivos apoés a retirada do sangue.

Tabela 1. Tempo de tombamento e recuperacédo dos peixes Danio rerio sob a

acao da benzocaina (n= 12).

Concentragéo o o
g Tempo médio de Tempo médio de
e
) tombamento recuperacao
Benzocaina
0,10g.L™ 1'03” 402"
0,05g.L™ 2 2
0,03g.L™ 9 7

Durante o teste de toxicidade aguda os valores médios dos parametros
fisicos e quimicos da agua mantiveram-se dentro dos padrbes esperados para
os testes de toxicidade: Controle pH 7,7+0,1, oxigénio dissolvido 8,8+0,1 e
temperatura 20°C+1. Nas concentracBes de formalina ficaram nas médias: pH
7,610,4, oxigénio dissolvido 8,5+0,3 e temperatura 21°C+1 que estdo dentro
dos valores estabelecidos (ABNT, 2016).

A concentracgdo letal mediana (CLsp.96n) da formalina para D. rerio com
peso médio de 1,99+0,44 foi de 45,73mg.L™. Na Figura 1 s&o apresentados 0s

resultados da mortalidade acumulada dos animais durante o ensaio.
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Figura 1. Mortalidade acumulada expressa em porcentagem durante o ensaio

agudo com formalina usando o peixe Danio rerio em 96h de exposicao.

No teste de toxicidade cronica as concentracdes de formalina utilizadas
foram: 0,45mg.L™, 4,57mg.L™" e 22,86mg.L™. O peso médio dos animais foi de
0,49+0,1. Os valores médios dos parametros fisicos e quimicos da agua foram:
Controle pH 7,0+0,5, oxigénio dissolvido 8,0+0,5 e temperatura 20+1. Nas
concentracfes de formalina foi de: pH 7,0+0,7, oxigénio dissolvido 7,5t1,5 e
temperatura 20°Cx1. No controle positivo (dicromato de potassio) foi de: pH
6,4+0,9, oxigénio dissolvido 7,2+1,5 e temperatura 20°C+1.

A Figura 2 mostra os resultados da mortalidade acumulada dos animais

durante o ensaio cronico.
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Figura 2. Mortalidade acumulada expressa em porcentagem durante o ensaio
cronico com formalina usando o peixe Danio rerio em 192h de exposi¢cdo. CN —
Controle negativo; T1: ClLso.gsh100 — 0,45mg.L™; T2: Clso.genio — 4,57mg.L™?, T3:
CLso-g6n2 — 22,86mg.L™; e CP — Controle positivo (30,00mg.L™).

Para avaliacdo da genotoxicidade averiguamos primeiramente se houve
diferencgas significativas na incidéncia de micronucleos nos animais do grupo
Controle (sem exposicdo a formalina) antes (Momento Zero), durante (96h) e

no final da experimentacéo (192h) (Figura 3).
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Figura 3. Incidéncia de micronucleos em Danio rerio nos grupos Controle: sem
exposicao a formalina antes (Momento Zero), durante (96h) e no final da

experimentacéo (192h).

Os resultados acima mostram que 0s animais em experimentacao,
mesmo no grupo controle, tiveram um aumento significativo na incidéncia de
micronucleos as 96h (P = 0,00025). Este tipo de comportamento era esperado,
em virtude da adaptacdo dos animais as condi¢des laboratoriais e mudancas
na temperatura e fotoperiodo, com consequente alteracdo na cinética de
células sanguineas.

Em um segundo passo investigamos se houve diferencas significativas
na incidéncia de micronucleos as 96 e 192h. A analise estatistica demonstrou
que nao houve diferenca significativa as 96h, mas houve diferencas
significativas as 192h (P < 0, 0017). A analise a posteriori de Tuckey mostrou
que o grupo Controle negativo foi diferente dos tratamentos T2 — 4,57mg.L™,
T3 -22,86mg.L™" e T5 — Controle positivo (Figura 4).
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Figura 4. Incidéncia de micronucleos em Danio rerio as 96h (A) e 192h (B) nos
diferentes tratamentos de exposicdo cronica a formalina: CN — Controle
negativo; T1: Clso.gsni00 — 0,45mg.L™; T2: Clso.gsio — 4,57mg.L™, T3: Clso.
osh2 — 22,86mg.L™:; e CP — Controle positivo (30,00mg.L™). Para atender os

requisitos da analise foi retirado um outlier.
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Uma analise dois fatores foi realizada para detectar possiveis diferencas
entre a incidéncia de MN as 96 e 192h nos diferentes tratamentos. O resultado
revelou diferencgas significativas apenas para os tratamentos (P < 0,0079).

A Figura 5 representa a equacao do modelo linear generalizado (GLM)
para predizer a incidéncia de micronucleos. Houve uma relacéo positiva entre a
incidéncia de micronucleos e as concentracdes de formalina, sendo que o
Teste de Wald foi significativo para esta correlacdo (P = 0,010639). A medida
que a concentracdo de formalina aumenta, a incidéncia de micronucleos
cresce. A adicdo de 1mg.L™ desse quimico corresponderia a um aumento de
um fator de e®' de MN por organismo, ou seja, a cada adicdo de 1mg.L* da

formalina provoca o aumento de 2,9% no nimero médio de MN.

y = exp(0,029018x-0,83224)

3,0

2,71

2,44

2,11

1,8
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0 5 10 15 20 25 30 35 40
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Figura 5. Gréafico modelo linear generalizado (GLM) entre as concentracdes de
formalina e a incidéncia de micronudcleos (1000 eritrocitos/lamina) encontrados

durante o teste de toxicidade crénica com Danio rerio.
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N&o houve diferenca significativa entre os tratamentos na quantidade
total de células binucleadas (P < 0,1547). O nimero médio dessa anomalia que
poderia ocorrer pelo efeito do produto quimico foi de 0,98.¢.51 em cada 1000
células.

Na Figura 6 pode-se visualizar eritrocitos do sangue periférico de D. rerio

com micronucleo.

$
-

i

Figura 6. Fotomicrografia de eritrécitos do sangue periférico de Danio rerio,
evidenciando micronucleos corados através da reacdo de Fuelgen, devido a
exposicdo a formalina. Aumento de 1000x.
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Discusséo

O uso da formalina € amplamente discutido na literatura e sua toxicidade
varia de espécie para espécie mesmo em condigbes ambientais ideais de
cultivo, onde podem ocorrer riscos de mortalidades quando este quimico é
utiizado em doses terapéuticas (GANDARA et al.,, 2002). Além disso, a
condicao sanitéria e nutricional a qual o peixe esta anteriormente ao tratamento
€ importante para sua reposta, pois, peixes parasitados ou peixes desnutridos
podem ser mais sensiveis ao tratamento com quimioterapicos e ao manejo.
SANTOS & TAVARES-DIAS (2010) complementam ainda que peixes
pertencentes a populagcdes naturais podem apresentar comportamentos
fisiologicos distintos aos peixes oriundos de regifes impactadas ou mantidos
em confinamento.

No Brasil ainda existem poucos trabalhos sobre a eficacia da formalina e
quais métodos e concentracfes a serem usadas para tratamento de doencas
nos peixes. O trabalho de VARGAS et al. (2003) mostra que a formalina foi
testada em varias concentracdes no controle de ectoparasitos em juvenis de
Oreochromis niloticus. Véarios métodos sdo frequentemente utilizados para
tratar ou prevenir a ocorréncia de doencgas em peixes, sendo que muitos deles
sdo produtos altamente téxicos se administrados de maneira incorreta ou
aplicados sobre espécies mais sensiveis. Estudos realizados com o objetivo de
testar a eficacia de drogas utilizadas no combate as doencas sdo raros. Mais
raros ainda, sdo os que avaliam o efeito secundario dessas drogas, ou seja, as
reacoes que sao provocadas ao peixe, como diminuicdo do desenvolvimento,
interferéncia na taxa de sobrevivéncia e comportamento (ANDRADE et al.,
2005; PAVANELLI et al., 2008).

Neste estudo a CLspgen da formalina para D. rerio adultos foi de
45,73mg.L™. De acordo com ECOTOX (2006) e HSDB (2006) reportam para D.
rerio e Pimephales promelas valores de Clsg.gsn da formalina de 41mg.L™ e
24mg.L™" , e ANDRADE-PORTO (2015) em Arapaima gigas no valor de 36,4
mg.L. DUREZA (1994) reportou um valor de Clsp.oen de 148mg.L™ para
Oreochromis niloticus e, HOHREITER and RIGG (2001) reportou valores de
48,8mg.L™* e 21,78mg.L" para Oncorynchus mykiss e Ictalurus punctatus

respectivamente.
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Ao compararmos a mortalidade ocorrida no teste agudo e no teste
cronico verificamos que na menor concentracdo de formalina do teste agudo
(20mg.L™) ndo houve mortalidade em 96h, porém no teste crénico na
concentracdo Clso.gsn-2 T3 (22,86mg.L™) houve 15% de mortalidade, a partir de
96h apds a reintoxicacdo dos animais. Talvez esta constatacdo deva-se
possivelmente fato dos peixes do ensaio crbnico serem menores que 0s do
agudo refletindo assim maior sensibilidade a formalina.

De acordo com o trabalho de PIRONET and JONES (2000) as
concentracfes utilizadas para banhos de curta duracdo estdo entre 125 e
250mg.L™" e, em tratamentos de tempo indefinido, estéo entre 15 e 25mg.L™ o
que diz que, em banhos rapidos a quantidade usada de formalina estd bem
acima das concentracdes letais obtidas nesse trabalho e nos banhos sem
periodo determinado esta num valor abaixo da concentracdo letal mediana
desse estudo. Isso enfatiza a necessidade de mais estudos sobre as
concentragdes ideais a serem usadas nos tratamentos em pisciculturas, uma
vez que os valores gerados nesse trabalho podem ser boas concentracfes
para tratar doencas, mas também havera mortalidade de acordo com espécie e
0 estado nutricional do organismo.

Alguns trabalhos de tratamentos de doencgas em peixes sao importantes
para demonstrar a eficacia da formalina, como por exemplo, no trabalho de
KLEIN et al. (2004) onde foram feitos banhos de sete dias com formalina a
25mg.L™ em juvenis de Steindachneridion sp e obteve-se resultado satisfatorio
com 80% de sobrevivéncia. No trabalho de ARAUJO et al. (2004) foram banhos
de 30, 60 e 120 minutos com adultos de Colossoma macropomum em
concentracdes de 100, 150, 200 e 250mg.L™ onde 100% dos organismos
sobreviveram. Outro exemplo é no trabalho de PAIXAO et al. (2006) com
banhos de 24 horas em juvenis de Pterophyllum scalare em tratamento de
Capillaria sp (Capillariidae) na concentracdo de 15mg.L™* com resultado de
100% de sobrevivéncia.

Inimeros testes (SANTANA et al.,, 2015; FERREIRA et al.,, 2003;
ECOTOX, 2006) tém sido desenvolvidos com organismos aquaticos podendo
ser potencialmente usados para analise de quimicos genotoxicos. O teste do
micronucleo foi utilizado neste trabalho como ferramenta de analise genotéxica

da formalina. A formalina apresenta capacidade de inativar constituintes
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celulares, como proteinas e acidos nucléicos, impedindo assim que compostos
celulares realizem suas fungbes (ROMANO & QUELHAS, 2003). Segundo
INTORRE et al. (2007) este quimico usado em altas concentracdes causa em
peixes em geral, perda de equilibrio, natacéo irregular, hipoatividade e morte.
Nas contaminagdes com a formalina houve uma relacdo positiva de
micronucleos de acordo com 0 aumento da concentracdo do quimico ao longo
do tempo. A medida que a concentracdo de formalina aumenta, a incidéncia de
microntcleos cresce e a adicdo de 1mg.L™ desse quimico corresponderia a um
aumento de 2,9% no numero médio de MN. Entretanto, comparando as
amostragens as 96h e 192h verificamos diferenga estatisticamente significativa
apenas na quantidade dessas anomalias. O desenvolvimento de micronucleos
nos peixes do controle negativo pode ter ocorrido em funcdo do estresse de
laboratorio e das alteragdes (temperatura e fotoperiodo) as quais os animais
foram submetidos. Uma comparacao feita do controle negativo com a menor
concentracdo de formalina, evidenciou valores muito préximos indicando que a
formalina ndo causou efeito genotdxicos sobre o fuso mitético. JA no controle
positivo era esperado um valor alto de MN, pois o dicromato de potassio € uma
substancia conhecida que causa danos genotéxicos em outras espécies de
peixes e em outros animais como anfibios (NAKAGOME et al., 2007).
Comparando o controle positivo com a maior concentracdo de formalina tém-se
valores proximos de MN, demonstrando que o efeito genotoxico foi alto. A
presenca de anormalidades nucleares, além de micronucleos, tem sido
relatada, seja em humanos ou em células de peixes (CAVAS and ERGENE-
GOZUKARA, 2003). Os dados da literatura demonstraram uma relacgéo direta
entre a instabilidade genbmica e algumas dessas anormalidades, como 0s
botdes nucleares, “broken-eggs” e micronucleos (PACHECO & SANTOS, 1997,
FENECH and CROTT, 2002). De acordo com SHIMIZU et al. (2003) a
formacdo dessas anormalidades representaria uma maneira de eliminar
qualquer material genético amplificado do nudcleo celular. Eventualmente, um
micronucleo pode ser eliminado pela célula, dando origem a um micrdcito, que
seria um eritrocito de tamanho reduzido, microcitose. Provavelmente, a
formacdo de micrécitos seria uma estratégia para manter a integridade da

célula, eliminando o material genético excedente.
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Apesar de na literatura encontrarmos resultados sugerindo o tratamento
de doencgas usando a formalina, nesse trabalho demonstramos que mesmo em
concentragbes cronicas houve mortalidade e o desenvolvimento de

micronucleos nos eritrocitos do peixe-zebra.

Concluséo

A concentracao letal mediana 96h obtida nesse estudo esta proxima das
concentracfes utilizadas em banhos de tratamento de doencas de peixes.
Entretanto, a formalina mesmo em concentracfes crbnicas causou efeito
genotoxico ao longo do tempo em eritrécitos do sangue periférico de Danio
rerio. Assim recomendamos outros testes envolvendo este quimico para o uso

de concentracbes ambientalmente seguras.
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Consideracgdes Finais

A formalina é utilizada na aquicultura para profilaxia e tratamento por
possuir acdo fungicida, bactericida a parasitaria, porém, ainda existem poucos
trabalhos que dizem quais as melhores concentracdes a serem usadas. Nao ha
relatos de grandes mortalidades nos tratamentos com a formalina apesar de
nesse trabalho evidenciarmos que houve efeito genotoxico no organismo em
concentragfes baixas. A formalina ainda é muito utilizada no Brasil por ser um
produto barato e tem-se mostrado muito eficaz no tratamento das doencas,
porém, a toxicidade e genotoxicidade ocorrem. A concentracdo letal mediana
da formalina calculada as 96h para adultos de Danio rerio no presente estudo
foi de 45,73mg.L. O peixe-zebra, apesar de tolerante a este produto
comparativamente com outras espécies de peixes, se mostrou um bioindicador
eficaz de genotoxicidade, tendo expressado o aumento da incidéncia de
Micronucleos de acordo com o aumento das concentracdes de formalina a que
foi exposto. A exposicdo cronica a baixas concentracdes (0,45mg.L™,
4,57mg.L* e 22,86mg.L™) gerou genotoxicidade evidenciada também pela
presenca de células binucleadas. Tendo como base estes resultados, é
plausivel propor que este quimico precisa ainda ser testado com outros
bioindicadores e seu potencial toxico evidenciado através de mais ferramentas
biolégicas como histologia de 6rgdos como, por exemplo, as branquias e
também a contagem de Leucdcitos para analisar se houve diminuicdo dessas
células decorrente do efeito da formalina antes de seu uso em tratamentos de
doencas na aquicultura, para que a saude dos organismos aquaticos ndo seja

afetada negativamente.
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ANEXO 1 — Calculo utilizado nas preparacdes das solucdes:

CixVi=CyxV;
Onde:
C1= Concentracéao inicial (solucéo estoque);
V1= Volume a ser pipetado da solucao estoque;
C,= Concentracao final (aquela que se pretende preparar);

V,= Volume final da solu¢cédo que se deseja preparar.
ANEXO 2 — Pipetagens dos tratamentos do ensaio agudo:

Em 20mg.L™ adicionou-se 1,6mL do produto diretamente no aquario
com agua declorada e posteriormente agitou-se. Em 30mg.L™ foram 2,4mL, em

40mg.L™ 3,2mL e em 50mg.L™" 4,0mL da formalina.
ANEXO 3 — Pipetagens dos tratamentos do ensaio crénico:

As 3 concentracdes de formalina foram calculadas a partir da CLsp-gn dO
ensaio agudo. Foram: 22,86mg.L™" para ClLso/2, 4,57mg.L™" para CLso/10 e
0,45mg.L™ para CLs/100.

2,75mL para CLso/2

0,55mL para CLs/10

0,05mL para CLs0/100.

ANEXO 4 - A solucdo de Heparina para o ensaio de micronucleo foi preparada

da seguinte maneira:
Solucéo de Heparina (5,000Ui).........ccoeveiiiiiiiiiiiiiiinneeeeeeeen, 1lmL

SOIUGEOD SAlNA 7%0....eveeeiiiii e 50mL

Essa solucéo foi preparada e armazenada em geladeira até ouso nos ensaios.
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ANEXO 5 - Preparacédo dos corantes Feulgen (Schiff), Fast Green e Rosenfeld:

Schiff foi preparado da seguinte forma:

- Ferveu-se 200mL de agua destilada;

- Deixou esfriar até +60°C;

- Adicionou-se 1g de Fucsina Diamante (Merck)

- Agitou até a temperatura cair a 50°C

- Adicionou-se 9g de Metabissulfito de Sodio e agitou;

- Adicionou-se 30mL de acido cloridrico 1N e agitou;

- Armazenou-se em um fraco revestido em papel aluminio em lugar seco e
escuro por 24h;

- Apés esse periodo colocou-se carvao ativado e agitou;

- Foi filtrado em papel filtro por no minimo 3 vezes até o corante ficasse

transparente.

Fast Green foi preparado da seguinte forma:
- Dissolveu-se vagarosamente 0,5g do p6 do Fast Green em 100mL de etanol a
95%, triturando os grumos com um bastéo de vidro e em seguida filtrou-se em

papel filtro.
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ANEXO 6 — Figuras ilustrativas

Figura 1. Coleta de sangue através de uma seringa com agulha de insulina na

regido da veia caudal do peixe Danio rerio

Figura 2. Sangue retirado da veia caudal do peixe Danio rerio sendo posto na

lamina para realizar a extensdo sanguinea
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Figura 3. Extensdo sanguinea sendo realizada com sangue periférico da veia

caudal do peixe Danio rerio
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