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RESUMO

O estudo avaliou a genotoxicidade do inseticida clorpirifés em juvenis de Colossoma macropomum
(tambaqui) por meio do ensaio cometa e do teste de Anormalidades Nucleares Eritrociticas (ANES). Os
experimentos foram conduzidos em aqudrios de 17 L, cada um contendo 3 animais, divididos em quatro
grupos: Controle, C1 (5 ug/L), C2 (25 ng/L) e C3 (50 pg/L), com duracdo de 15 dias. Ao final os animais
foram eutanasiados para coleta de sangue e realizacdo dos testes. No ensaio cometa, todos os grupos
expostos ao clorpirifés apresentaram danos no DNA, com maior predominancia nos grupos C2 (25
pg/L) e C3 (50 pg/L). Na avaliacdo das ANEs, foram observadas diversas anormalidades celulares,
sendo "bebbled" e "lobed" as mais abundantes, com maior frequéncia no grupo C3 (50 pg/L). Os
resultados indicaram que o clorpirifos possui alto potencial genotéxico em juvenis de tambaqui, levantando
preocupacdes sobre seus efeitos sobre a fauna aquéatica. Além disso, o tambaqui foi considerado um
excelente organismo-teste.

Palavras-chave: ANEs; Clorpirifos; Colossoma macropomum; Ensaio cometa; Genotoxicidade.
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ABSTRACT

The study evaluated the genotoxicity of the insecticide chlorpyrifos in juvenile Colossoma macropomum
(tambagqui) using the comet assay and the Erythrocytic Nuclear Abnormalities (ENA) test. The experiments
were conducted in 17 L aquariums, each containing 3 animals, divided into four groups: Control, C1 (5
ug/L), C2 (25 pg/L) and C3 (50 ug/L), lasting 15 days. At the end, the animals were euthanized for blood
collection and testing. In the comet assay, all the groups exposed to chlorpyrifos showed DNA damage,
with a greater predominance in groups C2 (25 pg/L) and C3 (50 pg/L). In the evaluation of ANEs, various
cellular abnormalities were observed, with “bebbled” and “lobed” being the most abundant, with a higher
frequency in the C3 group (50 pg/L). The results indicated that chlorpyrifos has a high genotoxic potential
in juvenile tambaqui, raising concerns about its effects on aquatic fauna. In addition, tambaqui was
considered an excellent test organism.

Keywords: ANEs; Chlorpyrifos; Colossoma macropomum; Comet assay; Genotoxicity.

INTRODUCAO

Pesticidas séo considerados substancias toxicas por ter objetivo de eliminar seres
vivos causadores de obstaculos em plantacdes (Carneiro et al., 2015). Sua agéo ocorre
devido a sua composi¢do conter um ingrediente ativo que age sobre seres vivos sensiveis
a ele ou alteram sua atividade biologica normal (Pelaez; Terra; Silva, 2010).

Quando langados no meio ambiente, 0s pesticidas acabam provocando efeitos
indesejados, principalmente a contaminacdo de espécies que ndo estdo no alvo de serem
eliminadas (espécies ndo-alvos) (Peres; Moreira, 2007). Se tratando do clorpirifos, este é
um pesticida pertencente a classe dos inseticidas e tém uma ampla demanda de
comercializacdo para usos na agropecudria, sendo seu percurso finalizado em corpos
d’agua, causando problemas ambientais € impactos nos organismos aquaticos,
dependendo do seu grau de toxicidade, dosagem e tempo de exposicdo (Mataqueiro,
2006).

Os efeitos tdxicos do clorpirifds estdo sendo cada vez mais amplamente estudados
em varias espécies, sendo relatado que as espécies aquaticas estdo suscetiveis a exposicdo
a este inseticida, incluindo modificaces no acido desoxirribonucleico (DNA) (Banaee;
Haghi; Ibrahim, 2013; Qiu et al., 2017; Rahman et al., 2021; Shabbir et al., 2021; Smida
etal., 2017; Xu et al., 2017).

As modificacbes no DNA podem ser detectadas atraves de testes, como o teste de
Anormalidades Nucleares Eritrociticas e ensaio cometa, que tem demonstrado serem

relativamente simples e baratos (Castro, 2016). Através desses testes é possivel
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quantificar o dano no DNA em células individuais, permitindo avaliar o potencial
genotdxico de substancias toxicas (Di Paolo, 2006).

O organismo teste deste estudo é a espécie Colossoma macropomum, conhecida
popularmente como tambaqui, pertence a ordem Characiformes, familia Serrasalmidae, é
uma espécie natural da bacia amazonica, com ocorréncia no Brasil, Peru, Colémbia,
Bolivia e Venezuela e tem alto valor comercial, sendo muito apreciada para 0 consumo
pela populagéo local (Santos, 2015).

Em cativeiro apresenta facilidade de producdo de alevinos, rapido crescimento,
rusticidade, resisténcia a elevadas temperaturas na agua dos sistemas de cultivo com baixo
nivel de oxigénio dissolvido na agua, facilidade ao manuseio, resistente a enfermidades,
0 que propicia ser uma 6tima escolha de organismo teste (Paula, 2009; Mendonga, et al.,
2009).

De modo que o clorpirifos e considerado muito prejudicial para vérias formas de
vida, mesmo em concentracbes muito baixas, pode matar animais aquaticos, sendo
extremamente tOxicos para peixes e outros organismos aquaticos que podem sofrer efeitos
apos curta ou prolongada exposi¢do (Mataqueiro, 2006; Sud et al., 2020). O presente
estudo teve como objetivo avaliar a genotoxicidade do inseticida clorpirifés em juvenis
de tambaqui Colossoma macropomum através do ensaio cometa e do teste de

Anormalidades Nucleares Eritrociticas (ANES).

MATERIAL E METODOS

Foi utilizado como organismo-teste juvenis de Colossoma macropomum (Figura
1), popularmente conhecido como tambaqui, e foram expostos ao principio ativo
clorpirifés, de nome comercial Klorpan® (480 EC). Para a realizacdo dos experimentos,
foram utilizados um total de 36 individuos, com comprimento padrdo (cm) de 7,0+0,6 e

comprimento total (cm) de 7,5£0,6 com peso (g) 6,7+0,5.
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Figura 1 - Juvenil de Colossoma macropomum

Fonte: Autores (2024)

O teste foi realizado em aquarios de 17 L, sendo quatro grupos: C1 (5 pg/L), C2
(25 pg/L), C3 (50 pg/L), mais um grupo controle (sem inseticida), todos em triplicata,
contendo 3 animais/aquario (Figura 2). O experimento teve duracdo de 15 dias, em
sistema semi-estatico. Durante o experimento, os peixes foram alimentados a cada 48
horas e o potencial Hidrogeniénico (pH) e a temperatura da agua foram monitorados
regularmente.

Figura 2 - Esquema ilustrativo da exposic¢do dos organismos teste ao inseticida clorpirifos
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Fonte: Autores (2024)

149



O volume necessario para a composicao das concentragdes finais do composto foi

realizado através de 2 solugdes (Figura 3):

Figura 3 - Processo de diluigdo do inseticida clorpirifos
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Fonte: Autores (2024)

Ap0s os 15 dias de exposicao, os peixes foram retirados dos aquarios, submetidos
a avaliacdo biométrica e eutanasiados com uma solucdo de eugenol. Em seguida, foi
realizada a coleta de sangue através de corte caudal para a realizagcdo do Ensaio Cometa
e Teste de Anormalidades Nucleares Eritrociticas.

O protocolo do ensaio cometa foi realizada de acordo com protocolo sugerido por
Silva (2007) utilizando 10 pL de sangue. As classes de danos (0, 1, 2, 3 e 4) foram
observados através de laminas em microscépio éptico na objetiva de 40X e contadas 100
celulas/lamina.

Para o teste ANEs, foi utilizado 10 pL de sangue e feito um esfregaco sanguineo.
As laminas foram coradas com Giemsa, para posterior observacdo das anormalidades
Micronuclei; Bebbled; Lobed; Notched; Vacuolated e Binuclei, em microscépio 6ptico na
objetiva de 40X, onde foram contadas 1000 células/lamina.

Para ambos os testes, a leitura das laminas foi realizada as cegas e as células
necrosadas, amontoadas ou com dificil leitura foram descartadas da visualizacdo.
Ademais, a leitura da lamina ocorreu em zigue-zague para evitar repeticdo de um mesmo
campo ja observado.

O resultado da contagem das células, de ambos os testes, foi organizado em
planilhas no programa Microsoft Excel. Os graficos e a andlise estatistica foram

realizados no programa GraphPad Prism 8.0.1. Para o ensaio cometa, foi calculado a
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Porcentagem de Classes de Danos (PCD), indice de Danos (ID) e Integridade Celular
(IC), submetidos ao teste Kruskal-Wallis, usando p<0,05 como nivel de significancia.
Para as ANEs, foi calculado a Porcentagem de ANEs, indice de Danos Total (ID Total)
e Integridade Celular (IC) submetido a Anova Two Way de maltiplas comparacdes e 1D
Total e IC ao teste Kruskal-Wallis, usando p<0,05 como nivel de significancia.

Esse trabalho foi avaliado pelo Comité de Etica de Uso de Animais e obteve
aprovacao por respeitar as normas de experimentacdo animal e cumprir os principios

éticos, estando entdo protocolado sob o n° 0320210120.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As substancias toxicas presentes nos diferentes corpos d’dgua chegam facilmente
até o sangue dos peixes, pois as células sanguineas estdo entre os primeiros alvos de
toxicidade, imediatamente apds o epitélio branquial, assim o sangue pode ser considerado
como alvo e transportador de produtos quimicos, uma vez que a fragdo lipidica da
membrana eritrocitaria é considerada um local de interagdo com esses produtos (Jindal;
Kaur, 2014).

Ensaio cometa

Os danos sdo chamados de cometas e classificados em cinco classes de danos (0,
1, 2, 3 e 4) conforme o0 tamanho da cauda. A figura 4 mostra as classes de danos que
foram observadas na visualizacdo de eritrocitos dos juvenis de tambaqui expostos ao
inseticida clorpirifos.

A Classe 0 corresponde aos cometas considerados intactos (sem cauda), sem
danos causados pela exposicdo; a Classe 1 é classificada como cometas com danos
minimos; a Classe 2 cometas com danos médios; a Classe 3 cometas com danos intensos;

e a Classe 4 corresponde aos cometas com danos maximos (Di Paolo, 2006).
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Figura 4 - Classes de danos (0, 1, 2, 3 e 4) que foram observadas na visualizagdo de eritrocitos
dos juvenis de tambaqui expostos ao inseticida clorpirifos

Classe 0

Classe 3

el |

Fonte: Autores (2024)

A figura 5 apresenta os valores do indice de danos obtidos no grupo controle e nos
trés grupos expostos ao inseticida clorpirifés. Os graficos mostram danos no DNA nos
trés grupos expostos, sendo a maior predominancia de todos os danos nos grupos C2 -
25ug/L e C3 — 50pg/L. No grupo C3 - 50ug/L a ocorréncia do dano 4 foi bem mais
acentuada em comparagdo aos outros grupos.
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Figura 5 - indice de danos ao DNA de tambaqui expostos a trés diferentes concentracdes de
clorpirifés em comparacdo ao grupo controle
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Fonte: Autores (2024)

Na figura 6A € observado que a Frequéncia de Danos € bem maior nos grupos C2
e C3, que sdo as maiores concentracfes. E o grafico de Integridade Celular (figura 6B)
corrobora com os resultados da figura 5A, que a maior integridade celular é presente no

grupo C1 - menor concentragéo.
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Figura 6 - A) Frequéncia de danos ao DNA. B) Integridade Celular
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Fonte: Elaborado pelos autores (2024)

O resultado deste estudo é corroborado por outras pesquisas que também
avaliaram danos ao DNA causados pela genotoxicidade do clorpirifés em diferentes
espécies de peixes como: Labeo rohita; Channa punctatus; Gasterosteus aculeatus;
Cyprinus carpio; Cnesterodon decemmaculatus; Danio rerio; Oreochromis niloticus e;
Oncorhynchus mykis (Ali et al., 2008; EI-Bouhy; El-Hakim; Mohamed, 2018; Ismail et
al., 2014; Marchand et al., 2017; Mitkovska; Chassovnikarova, 2019; Sahinoz, 2019;
Vera-Candiot et al., 2013; Wang et al., 2014)

As concentracOes utilizadas neste estudo foram subletais e descritas em pg/L,
considerando entdo que foram concentracGes baixas comparando com os estudos de
Sahinoz (2019), Vera-Candioti et al., (2013) e Wang et al., (2014) que utilizaram
concentracdes de mg/L em seus estudos.

Porém, diversos outros estudos comprovaram que concentracdes em pg/L sdo
extremamentes genotdxicas para peixes, como o estudo de Ali et al., 2008, EI-Bouhy; EI-
Hakim; Mohamed (2018), Ismail et al., (2014), Marchand et al., (2017) e Mitkovska e
Chassovnikarova (2019).

Estes diversos estudos citados demonstram varia¢Ges de concentracdes entre as
diferentes espécies utilizadas nos estudos, o que pode estar relacionado a diferencgas no
comportamento de cada espécie e na composicdo do genoma de cada organismo, podendo
influenciar na capacidade de cada espécie em realizar processos de desintoxicacdo para
manutencdo da homeostase fisiologica das diferentes espécies (Ismail et al., 2014).

Importante também lembrar que os danos ao DNA podem ser reparados por
processos fisioldgicos e mecanismos de reparo celular, por isso 0 ensaio cometa é

utilizado apenas para avaliar a ocorréncia de danos genéticos nas células e ndo para
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avaliar a presenca de mutagdes (Trolly, 2019). Entretanto, caso ocorram danos ao DNA
e esses ndo sejam reparados, podem gerar indmeras consequéncias aos processos
bioldgicos em células, tecidos e 6rgaos, que podem resultar na morte do animal, gerando
consequéncias também ao nivel de populagdo e comunidade de organismos (Santos,
2015).

Teste de Anormalidades Nucleares Eritrociticas (ANES)

A figura 7 mostra as Anormalidades Nucleares Eritrociticas que foram observadas
na visualizacdo de eritrécitos dos juvenis de tambaqui expostos ao inseticida clorpirifés.

Figura 7 - Anormalidades Nucleares Eritrociticas observadas em juvenis de tambaqui expostos

ao inseticida clorpirifés

Normal Micronuclei Bebbled

Vacuolated

Binuclei

Fonte: Autores (2024)
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Os resultados obtidos a partir da exposicdo de juvenis de tambaqui as

concentragdes de 5, 25 e 50 pg/L, em comparagdo ao grupo controle, evidenciaram

anormalidades nos nuacleos dos eritrécitos dos trés grupos (p<0,0001), sendo as

anormalidades “bebbled” e “lobed” as mais abundantes e a maior porcentagem ocorreu

no grupo C3 - 50 pg/L, com maior concentragdo do inseticida (Figura 8).

Figura 8 — Comparagdo do grupo controle em relacdo aos grupos C1, C2 e C3

CONTROLE
1000 =

Forcertagem ANES
a8
=
1

Porcemagem AMES

€2 - 25uglL
B -

600 -

A0 -

200 -

Porcantagem ANEs

ANEs

£
+ 7

o

p<0,0001

Porcartagem ANEs

800 =

600~

400 =

&

C1- SuglL

C3 - 50ug/L

W
A “p :}\p' &

ANEs

Micronuclei; Bebbled; Lobed; Notched; Vacuolated e Binuclei, sdo as ANESs.

Fonte: Autores (2024)

O maior ID Total (figura 9) ocorreu no grupo C3, cujo este tinha maior

concentracdo do pesticida (50ug/L). Resultado este que corresponde ao de IC (figura 10)

que foi menor em C3.
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Figura 9 — Gréfico de ID Total Figura 10 — Gréfico de IC
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Os resultados do presente estudo estdo de acordo com os achados anteriores que
relataram ANEs em: Ctenopharyngodon idella; Channa punctatus; Cirrhinus mrigala;
Channa punctatus; Cyprinus carpio e; Clarias gariepinus expostos ao clorpirifos (Abara
et al., 2020; Ali et al., 2009; Bhatnagar; Yadav; Cheema, 2016; Khan et al., 2021; Kumar,
2012; Mitkovska; Chassovnikarova, 2019).

Porém, comparando o resultado da exposicdo do tambaqui e os estudos citados,
nota-se que diferentes espécies de peixe apresentam respostas distintas ao contato com
clorpirifés, mas essa resposta parece ser dependente da dose de clorpirifos e do tempo de
exposi¢do ao agente toxico (Kumar, 2012).

Ademais, a analise dos resultados de ANEs encontradas no tambaqui revelou
maior presenca de das anormalidades classificadas como bebbled e lobed, diferindo da
maioria dos trabalhas citados anteriormente, nos quais os microndcleos (Micronuclei) tém
sido a classe de dano mais frequente, possivelmente por ser uma anormalidade de facil
visualizacao.

No entanto, a auséncia ou a pequena presenca de anormalidades classificadas
como microndcleos (Micronuclei), como observado no tambaqui, ndo significa
necessariamente auséncia de efeitos genotdxicos, pois em alguns casos o efeito
genotoxico da substancia testada pode levar a morte celular em grande escala, causando
um resultado falso negativo. Além disso, os padrBes de resposta sdo distintos para 0s
diferentes organismos e dependem de fatores como taxas de assimilacdo, taxas de
metabolizacdo e eliminacdo dos compostos quimicos (Vicari, 2009).

Por fim, o clorpirifés continua a ser um dos inseticidas organofosforados mais
comumente usados, cujo metabdlito primario € o TCP, sendo que a forte solubilidade em

agua e alta mobilidade resulta em quantidades de residuos de TCP nocivos na agua (Wang
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et al., 2014). Por isso, a aplicacdo massiva deste inseticida e o seu possivel destino final
até igarapés, rios e lagos gera uma reflexdo relacionada a potencial inducdo de danos no

DNA e ANEs ndo somente em peixes, mas em outros organismos aquéticos.

CONSIDERACOES FINAIS

O ensaio cometa e a avaliagdo de ANEs nas concentragdes de 5, 25 e 50 pg/L de
clorpirifés demonstraram o alto potencial genotéxico do inseticida clorpirifés para
juvenis de tambaqui, aumentando a preocupacéo sobre o seu uso indiscriminado e seus
efeitos sobre a fauna aquatica.

Os resultados obtidos levantam uma preocupagdo sobre o potencial risco dos
inseticidas para 0s organismos aquaticos, especialmente para os peixes e, indiretamente,
para 0s seres humanos.

O tambaqui demonstrou ser um excelente organismo-teste, assim como o ensaio
cometa e a quantificagdo de ANEs demonstraram serem ferramentas Gteis para estudos

de genotoxicidade em peixes.
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