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. Apresentacdo e Justificativa

O Brasil € uma das grandes poténcias agricolas do mundo, destacando-se
por ser um dos maiores consumidores de defensivos agricolas do planeta (IBAMA,
2016; ZHANG, 2018). Os pesticidas sdo compostos quimicos, fisicos e bioldgicos
aplicados na producdo agricola para o confrole de organismo tidos como pragas
(CASSAL et al.,, 2014), tais produtos sdo separados em classes dependendo do
organismo alvo de seus principios ativos (MARIANO et al., 2015). O uso indiscriminado
de pesticidas em monoculturas brasileiras acarreta sérios problemas ambientais, dos

quais, na maioria das vezes, sdo irreversiveis (SILVA, 2015).

Os organismos bioindicadores permitem relacionar os danos provocados por
determinados fatores antrépicos ao ambiente natural. Na ecotoxicologia aqudtica,
0s peixes sdo considerados excelentes bioindicadores, pois estes apresentam
sensibilidade a pequenas mudancas no habitat (NOGUEIRA; CASTRO; SA, 2008). Essa
sensibilidade é observada por meio de técnicas consideradas biomarcadores, que
permitem verificar alteracdes em pardmetros hematoldgicos, fisioldgicos, estruturais
em orgdos, tecidos e até mesmo comportamentais (CLEMZ, 2002, NOGUEIRA;
CASTRO; SA, 2008).

O Fipronil [5-amino-1- (2,6-dicloro-R, R,-trifluoroproil)-4-(trifluorometil) sulfinil]
pirazole-3-carbonitriio] é um inseticida e acaricida pertencente & familia dos
fenilpirazdis e sua aplicacdo se dd principalmente via pulverizacdo. A infroducdo
deste composto no ambiente aqudtico, mesmo que em peguenas concentracoes,
acarreta a exposicdo de peixes e demais organismos. No caso da contaminacdo
de peixes pelo fipronil, a exposicdo pode acontecer pela alimentacdo, contato
dérmico ou por processos respiratérios, causando efeitos subletais como inibicdo do
crescimento e desregulacdo enddcrina, somado a reducdo do comportamento de
natacdo e a inibicdo da afividade da AChE, o que demonstra sinais de

neurotoxicidade (LI; YOU; WANG, 2018).

Neste sentido, este composto pode chegar a corrente sanguinea em funcdo
da alta vascularizacdo e drea de contato do tecido branquial, facilitado pelo
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contato direto com a dgua (MORON et. al, 2020), podendo apresentar riscos a

depender da capacidade clastogénica e aneugénica desta molécula.

Portanto, avaliar o potencial genotdéxico do insetficida Fipronil co peixe
neotropical amazdénico é de extrema importdncia para determinar os reais riscos
qgue este inseticida pode causar no ambiente natural e as reservas naturais de
organismo desta espécie. Este estudo busca descrever os possiveis danos que a
contaminacdo de corpos hidricos pelo fipronil mesmo que em concentracdes ndo
letais causam ao tambaqui, através da andlise de biomarcadores de

genotoxicidade.
.  Objetivos

Objetivo Geral

e Avdliar o potencial citogenotéxico do inseticida fipronil em eritrécitos de

tambaqui (Colossoma macropomum).
Objetivos especificos:

e Verificar a ocorréncia de micronicleos em eritrécitos de tambaqui apds
exposicdo aguda a diferentes concentracdes de fipronil.
e Verificar a ocorréncia de anormalidades nucleares (ANEs) em eritrécitos de

tambaqui apds exposicdo aguda sobre diferentes concentracdes.

Ill.  Metodologia

Aquisicdo dos animais e do contaminante

Exemplares de tfambaqui (n=30, comprimento total 22,2 + 0,7 cm e massa
corporal = 201,6 £ 18,2 g) foram adquiridos no setor de piscicultura do Instfituto
Federal do Tocantins — Campus Araguatins — TO. Os organismos foram transportados
até o Laboratério de Morfofisiologia e Bioquimica de Peixes Neotropicais, da
Universidade Federal do Norte do Tocantins, Campus EMVZ em Araguaina, e
aclimatados durante 30 dias em tanques de 3000 L com dgua, mantidos em

fotoperiodo natural, temperatura confrolada em =+ 26°C, e pardmetros



. 3& 11 JORNADA DE INICIAGCAO
%A&N CIENTIFICA
TEAUFRNT

e Ll M CNPq
fisico-quimicos (pH 6,5£0,5, OD 6,2 + 2,3) controlados, constante aeracdo artificial e

alimentacdo didria com racdo comercial com 40% de proteina.

O inseticida fipronil foi utilizado na formulagcdo do Regente 800 WG®,

adquirido comercialmente em loja agropecudria da cidade de Araguaina —TO.
Delineamento experimental e coleta de amostra

Os bioensaios ocorreram com o total de 30 animais, divididos em frés grupos
(n=10), sendo um controle (GC), um exposto a 40 ug L-1 do composto (F40) (EPA,
2020); e um exposto a concentragcdo de 160 ug L-1 (F160). Apds a aclimatacdo, os
peixes foram divididos aleatoriamente em 3 grupos (n=10) e colocados em caixas
d'dgua com volume total 300 litros. As concentracdes de exposicdo foram: grupo
controle (GC), livre do contaminante; um exposto a 40 ug L-1 do composto (F40)

(EPA, 2020); e um exposto a concentracdo de 160 ug L-1 (F160).

A exposicdo ocorreu de modo agudo por 96 horas, em sistema estdtico, com
alimentacdo suspensa durante esse periodo. Apds exposicdo, os animais foram
anestesiados (benzocaina 0,1 g L-1) e, utilizando seringas heparinizadas serdo
coletadas amostras de sangue para andlise da frequéncia de ANE’s e MicronUcleo

para verificacdo da genotoxicidade sobre o organismo.

Este trabalho foi submetido ao Comité de Etica de Uso de Animais (CEUA) da

Universidade Federal do Tocantins e aprovado pelo CEUA 23.101.001.315/22-35.
Teste de micronucleo (MN) e anomalias nucleares eritrocitarias (ANEs).

A metodologia seguida foi a de Carrasco et al. (1990), com adaptacdoes de
Cavalcante (2008). L&dminas de extensdes sanguineas foram fixadas e coradas
utilizando um kit pandtico rdpido. A avaliacdo da presenca de micronUcleo foi
estabelecida na contagem de 3000 células sanguineas por individuo, em
microscopio Sptico, no aumento de 1000x. Para definir os micronlcleos, alguns
critérios serdo estabelecidos, como: ser morfologicamente semelhante ao nicleo
principal; ter tamanho de até 1/3 do nucleo; ndo apresentar refringéncia e
apresentar mesma coloracdo que o nucleo principal. As principais classificacdes

consideradas quanto & morfologia das ANEs, sdo: nucleo reniforme, identado,
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lobulado, segmentado, vacuolado e binucleado. Todas as andlises de ANE’s foram
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feitas em 3000 células utilizando um microscépio Optico (Leica DM500) sob

magnificacdo 1000x.
Andlise Estatistica

Os resultados serdo expressos como média £ erro padrdo da média (E.P.M).
Os dados serdo submetidos ao teste de normalidade (D'agostino & Pearson) e as
diferencas entre o grupo controle e os grupos tratados serdo detectadas por andlise
de vari@ncia (ANOVA) One-way, seguido de péds-teste de Bonferroni (n=8) e seu
correspondente ndo paramétrico Kruskal-Wallis e pds-teste Dunns. Todos os testes
estatisticos serdo realizados utilizando software GraphPad Prism 5.0, considerando

signific@ncia de p < 0,05 em relacdo ao grupo controle
V. Resultados

Apds o periodo de exposicdo, ndo houveram alteracdes no niumero de
células micronucleadas sobre as diferentes concentracdes, o que pode estar
relacionado d agcdo do composto e ao ciclo mitdtico dessas células, que variam a
depender da espécie. Contudo, observou-se um comportamento anormal na
ocorréncia de anormalidades nucleares em eritrécitos (ANEs) apresentando um
decréscimo no nuUmero de células lobuladas dos dois grupos tratados em relacdo ao
grupo controle (GC) na Tabela 1. Para as demais ANE’s ndo houveram alteracdes

significativas.

Tabela 1 - Valores médios (x E.P.M) dos parémetros micronucleares e ANE’s em eritrocitos de

tambaqui (Colossoma macropomum) apds exposicdo aguda de 96 h ao fipronil.

GENOTOXICIDADE

Controle F40uL F160pL
Parametros
Micronucleo 0,017%0,007 0,733+0,467 0,503+0,223
ANES
Binucleada (%) 0,090+0,026 0.053+0,026 0,107£0,056
Reniforme (%) 3.093+0,282 2,477+0,138 2,483+0,204
Segmentada (%) 0,080£0,015 0,073+0,024 0,060+0,014
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Indentada (%) 0,127+0,020 0,0770,021 0,110£0,015
Lobulado (%) 3,743t0,272 2,927%0,195* 2,36310,145*
Vacuolada (%) 0,0100,005 0,000,000 0,000,000

(*) Indica diferenca (p<0,05) em relacdo ao grupo controle. ANES = Anomalias Nucleares Eritrocitdrias.

A baixa frequéncia de MN e ANE j& é uma resposta evidenciada em outros
trabalhos, o que ndo significa que o composto NnGo provoque danos aos organismaos
(PANTALEAO et al., 2006; FERRARO, 2009; ROCHA et al, 2011; MELO et al, 2013). Em
organismos sauddveis hd ocorréncia de células micronucleadas, entretanto, a
frequéncia esponténea (basal) de MN em peixes é normalmente muito baixa

(PANTALEAO et al., 2006).

Um organismo sauddvel é capaz de produzir e destruir as células sanguineas
de forma equilibrada, mantendo a quantidade e qualidade das células em
circulacdo, este processo evita infeccoes, sangramento e garante um fornecimento
adequado de oxigénio para as células (ROSENFELD, 2012). Todavia, agentes
quimicos exdégenos de forma geral provocam estresse que resultam na interrupcdo
da eritropoiese, e, portanto, a producdo de eritrécitos micronucleados e de ANE’s
também é inibida, mascarando os resultados e auxiliondo na inducdo de um falso

negativo ainda que o composto seja potencialmente citogenotdxico.

De acordo com a classificacdo de toxicidade aguda para organismos
aqudticos proposta por Helfrich et al. (1996), quanto menor a concentracdo
referente a CL50, mais téxico € considerado o composto, ndo foram encontrados
relatos da CL50 para C. Macropomum para individuos nesta fase de
desenvolvimento, mas levando em consideracdo a diminuicdo de ANEs paralela ao
aumento da concentracdo de exposicdo do composto, o resultado vai de encontro

a proposta de Helfrich.

A causa da diminuicdo no numero de células lobuladas ainda requer uma
investigacdo aprofundada, considerando caracteristicas enddgenas e exdégenas ao
animal, uma vez que estudos sobre o efeito deste quimico sobre outras vias de acdo

ndo elucidem a raiz da alteracdo observada.

V. Consideracdes Finais
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Diferentes concentracdes do fipronil Regente 800 WG® por 96 horas ndo

geraram alteracdes que indiguem efeitos citotdxicos e genotdxicos em C.

macropomum.
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