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RESUMO 

 

O Colossoma macropomum (Tambaqui Amazônico) é uma espécie de peixe comercial 

importante e intensamente cultivado em consórcio com as culturas de Oryza sativa (arroz) em 

uma variedade de corpos de água na área do rio São Francisco, no Nordeste do Brasil. 

Formulações comerciais de herbicida contendo Trifluralina (α, α, α-trifluoro-2,6-dinitro-N, N-

dipropil-p-toluidina) são comumente utilizadas para controlar ervas daninha em campos de 

produção de arroz. O presente estudo teve como objetivo avaliar a sensibilidade de C. 

macropomum à trifluralina utilizando biomarcadores para analisar os efeitos de uma 

exposição aguda a esta substância. Nos testes de toxicidade in vivo, juvenis de C. 

macropomum foram expostos a quatro concentrações de trifluralina: 0,74; 1,5; 2,23 e 3,0 

µmols / L durante 96 horas com os controles negativos, positivos e solvente, respectivamente. 

O herbicida trifluralina apresentou um perfil de inibição dose-dependente na atividade da 

colinesterase-ChE do cérebro de C. macropomum. Na maior concentração de trifluralina foi 

observada uma diminuição na atividade da ChE em torno de 62%, enquanto que no músculo a 

inibição foi de 80% na maior concentração testada. O valor estimado da CL50 em 96 h para 

trifluralina foi de 1,25 µmols / L. Os ensaios in vitro mostraram que a ChE cerebral de C. 

macropomum tem uma moderada sensibilidade à trifluralina (2,34 µmols / L), porém, com 

alta sensibilidade ao controle positivo - carbamato de eserina (0,158 µmols / L). Os resultados 

cinéticos, em presença de acetiltiocolina como substrato, com o homogenato de cérebro 

contendo atividade foram de 0,043 ± 0,015 mmol / L e 0,301 ± 0,014 mmol / min-1.mg 

proteína para as constantes cinéticas aparentes app

mK  e app

maxV , respectivamente. Também foram 

avaliados os efeitos mutagênico, genotóxico e apoptótico da exposição de C. macropomum 

juvenil à trifluralina. No ensaio do cometa, os eritrócitos analisados, quando comparados ao 

controle negativo, apresentaram indução de danos ao DNA em todas as concentrações 

testadas. A maior frequência de micronúcleos e o elevado número de células em apoptose 

foram observados nos peixes tratados com concentrações de 1,5 µmols / L com efeito 

significativo (p<0,01). Os resultados desse estudo indicam que a ChE do cérebro C. 

macropomum é um biomarcador confiável para ser utilizado no monitoramento ambiental de 

agrotóxicos no delta do rio São Francisco e outros rios do Brasil. Também ficou confirmado o 

potencial genotóxico e apoptótico da trifluralina em concentrações a partir de 1,5 µmols/L 

para juvenis de C. macropomum.  
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ABSTRACT 

 

Amazonian Tambaqui (Colossoma macropomum) is a commercial important fish species that 

is intensively cultivated in rice fish-cultures in a variety of water paddies in the area of the 

São Francisco river in the northeast of Brazil. Commercial formulations of herbicides 

containing Trifluralin (α,α,α-trifluoro-2,6-dinitro-N,N-dipropyl-p-toluidine) are commonly 

used to control weed on the rice fields of the area. The present study aimed to investigate the 

sensitivity of Colossoma macropomum to trifluralin using biomarkers to understand the 

effects of an acute exposure to this substance. On the in vivo toxicity tests, C. macropomum 

juvenile were exposed to four concentrations of trifluralin: 0.74, 1.5, 2.23 and 3.0 µmols / L 

for 96 hours, and compared with negative, positive controls and solvent, respectively. The 

herbicide trifluralin shows a dose-dependent inhibition profile on the brain C. macropomum 

cholinesterase activity. On the highest trifluralin concentration was observed a drop in the 

cholinesterase activity around 62 % and the inhibition of the muscle was 80 % at the highest 

concentration tested. The estimated value of 96 h LC50 for trifluralin was 1.25 µmols / L. In 

vitro assays had shown that brain cholinesterase-ChE C.macropomum has a moderate 

sensitivity toward trifluralin (2.34 µmols / L) whereas the sensitivity to the carbamate eserine 

is much higher (0.158 µmols / L). In order to get the apparent kinetic constants for 

C.macropomum brain cholinesterase, kinetic assays were performed on brain homogenate in 

the presence of acetylthiocholine as substrate. The kinetic results in the presence of 

acetylthiocholine as substrate, the brain homogenate containing activity were 0.043 ± 0.015 

mmol / L and 0.301 ± 0.014 for mmol.min-1.mg-1 protein app

mK and app

maxV apparent kinetic 

constants, respectively. We also evaluated the mutagenic, genotoxic and apoptotic exposure 

of C. macropomum juvenile trifluralin. In the Comet assay, erythrocytes analyzed, compared 

to the negative control showed induction of DNA damage at all concentrations tested. The 

higher frequency of micronuclei and high numbers of apoptotic cells were observed in fish 

treated with concentrations of 1.5 µmols / L with a significant effect (p < 0.01). The results of 

this study indicate that brain ChE C. macropomum is a reliable biomarker for use in 

environmental monitoring of pesticides in the delta of the São Francisco river. It was also 

confirmed the genotoxic and apoptotic trifluralin at concentrations from 1.5 µmols / L for 

juvenile C. macropomum. 
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APRESENTAÇÃO DOS ARTIGOS 

 

 

Este trabalho visa avaliar a sensibilidade de C. macropomum Cuvier 1818 (Tambaqui) 

ao herbicida trifluralina e propor a indicação deste peixe como espécie sentinela, na região do 

Delta do Rio São Francisco e em outros rios brasileiros, estando organizado da seguinte 

maneira: 

 

INTRODUÇÃO E OBJETIVOS 

 

Apresenta a justificativa da utilização de biomarcadores que forneçam informações 

relevantes sobre efeitos da exposição ao herbicida, e analisa a ação do herbicida trifluralina na 

neurotoxicidade, mutagenicidade e genotoxicidade em C. macropomum.  

 

 

ARTIGOS - I. II  

 

Trata de metodologias utilizadas para alcançar os objetivos propostos, assim como os 

resultados, as discussões e as conclusões que são apresentados sobre forma de duas 

publicações: 

 

I)  INIBIÇÕES in vivo E in vitro DA COLINESTERASE CEREBRAL DE 

JUVENIS DE Colossoma macropomum (TAMBAQUI) EXPOSTOS AO 

HERBICIDA TRIFLURALINA (Artigo 1) – Analisou a sensibilidade da 

enzima para utilização em biossensores e testes com drogas 

anticolinesterásicas. 

 

 

II) AVALIAÇÃO DO EFEITO MUTAGÊNICO E GENOTÓXICO DO 

HERBICIDA TRIFLURALINA, ATRAVÉS DO ENSAIO DO 

COMETA, TESTE DO MICRONÚCLEO E APOPTOSE EM Colossoma 

macropomum (TAMBAQUI) (Artigo 2) – Avaliou a sensibilidade 

genética do Tambaqui quanto a diferentes concentrações de trifluralina. 

 

 

DISCUSSÃO, CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS 

 

Analisa e compara os dados obtidos, conclui sobre o trabalho. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

Anualmente no mundo são consumidos, cerca de 2,5 milhões de toneladas de 

agrotóxicos. Deste consumo, o Brasil representa mais de 300 mil toneladas (SINDAG, 2012). 

Segundo dados da Agencia Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA, 2012), o Brasil usa 

19% de todos os defensivos agrícolas produzidos no mundo, enquanto os Estados Unidos 

respondem por 17% e o restante dos países 64%. Esta intensa utilização de agrotóxicos, que 

vem ocorrendo há décadas no Brasil, tem sido pouco monitorada por estudos científicos, 

apenas em algumas regiões como Sul e Sudeste. Segundo Preza; Augusto (2012), estudos 

acerca das condições de riscos relacionados a agrotóxicos no Nordeste são ainda pouco 

representativos quando comparados com os das regiões Sul e Sudeste, tornando essa pesquisa 

relevante frente ao modelo tecnológico dominante de produção agrícola, o qual utiliza 

intensivamente os agrotóxicos.  

No Nordeste, alguns estudos têm sido realizados em diversas áreas, como pesquisas na 

costa marítima impactada com petróleo (NASCIMENTO et al. 2000), estudos ambientais no 

delta do rio São Francisco, que abriga grande produção agrícola correspondendo a 5,1% da 

produção total (CODEVASF, 2006). Esta área é caracterizada pela alta produção de arroz 

irrigado que, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE), foi de cerca de 

11 milhões de toneladas em 2010 (IBGE, 2011).  

No cultivo de Oriza sativa (arroz) irrigado no delta do rio São Francisco são 

empregados vários herbicidas, tais como: trifluralina, clamazone, quinclorac, bentazona, 2,4-

D, propanil, alaclor, paraquat, atrazina. Todos estes são utilizados para controlar ervas 

daninhas (COSTA et al. 2008; CATTANEO et al. 2012). A Companhia de Desenvolvimento 

dos Vales do rio São Francisco e do Parnaíba vem motivando o consórcio entre as culturas de 

arroz e a criação de peixes nas águas rasas dos arrozais, com o cultivo da rizipiscicultura 

(CODEVASF, 2006). Os peixes são importantes bioindicadores para o monitoramento da 

poluição ambiental (BOLIS et al. 2001). Estes organismos representam o final do nível trófico 

na cadeia alimentar aquática (BALDISSEROTTO, 2002). Nas próximas páginas são 

apresentados dois artigos que objetivaram analisar os efeitos da exposição aguda do herbicida 

trifluralina em C. macropomum (Tambaqui), utilizando biomarcadores que forneçam 

informações do potencial desta espécie como sentinela. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Colosssoma macropomum (Tambaqui) 

 

O peixe C. macropomum (Tambaqui) é um characiforme com pele coberta de 

escamas, quase sempre ciclóides de cabeça sem escamas, nadadeiras com raios moles e os 

seus dentes são importantes ferramentas na sua identificação etária. A maioria possui 

nadadeira adiposa, e não possuem barbilhões. Possuem um órgão denominado complexo de 

Weber, osso operculares completos, bexiga natatória (BALDISSEROTTO, 2002). É o grupo 

de peixe que possui mais espécies de água doce,  nativo da bacia amazônica e habitante dos 

rios do Brasil, Venezuela, Colômbia, Peru e Bolívia (TAPHORN, 1992; CUNHA; SANTOS, 

2011). Aspectos ecologicos dessa espécie demonstram ações migratórias de reprodução, 

tróficas e de dispersão, onde se alimenta de frutos, sementes, caramujos, zooplâncton e 

fitoplanctons (ROUBACH; SAINT-PAUL, 1944). 

Diversas pesquisas com essa espécie têm demonstrado sua sensibilidade aos 

agrotóxicos em estudos de análises bioquímicas, imunologicas e mutagênicas (ASSIS et al. 

2007; SALAZAR-LUGO et al. 2009; KONEN; ÇAVAS, 2008). O tambaqui é a segunda 

espécie de água doce mais explorada comercialmente no Brasil, apresenta grande facilidade 

de obtenção de juvenis, bom potencial de crescimento, alta produtividade e sua criação 

apresenta-se como alternativa para manter o equilibrio ambiental (CUNHA; SANTOS, 2011).  

Organismos como o Tambaqui da espécie C . macropomum que pertencem ao topo da cadeia 

alimentar são comumente utilizados por  possuírem intrínseca relação com toda a cadeia 

inferior, indicando respostas de efeitos crônicos, acumulativos e persistentes no nível de 

cadeia, além de efeitos diretos no nível do indivíduo (LINS et al. 2010).  

 
Fonte: http://www. agropesca.net/nossos-produtos/especies-de-peixes/tambaqui/ 

http://agropesca.net/nossos-produtos/especies-de-peixes/tambaqui/
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2.2 Ecotoxicologia e o uso de biomarcadores 

 

Os organismos mais utilizados em pesquisas ecotoxicologicas, destacam-se: Peixes, 

microalgas, microcrustáceos, equinóides, poliquetas, oligoquetas e bactérias, representando os 

mais diversos ecossistemas e níveis tróficos (OLIVI; ESPÍNDOLA 2008). Gerando subsídios 

importantíssimos para uma melhor avaliação e caracterização dos efeitos agudos e crônicos de 

vários agentes tóxicos. 

Critérios de seleção da espécie vêm sendo adotados para escolha do organismo teste 

como: abundância e disponibilidade; significativa representação ecológica dentro das 

biocenoses; cosmopolitismo da espécie; conhecimento da sua biologia, fisiologia e hábitos 

alimentares; estabilidade genética e uniformidade de suas populações; baixo índice de 

sazonalidade; sensibilidade constante e apurada; importância comercial; facilidade de cultivo 

em laboratório e, se possível, a espécie deve ser nativa para melhor representatividade dos 

ecossismetas (RAND; PETROCELLI, 1995). 

Os estudos com esses organismos destacam sua sensibilidade frente ao 

biomonitoramento ambiental, com análises a nível bioquímico, fisiológico, morfológico, 

comportamental, etc. (MAGALHÃES; FERRÃO, 2008). Esses estudos se iniciaram com 

Dafnia magna e Dario rerio na decada de 1980 por agências ambientais no mundo todo, 

principalmente nos EUA e na Europa, foram os primeiros a desenvolver protocolos 

padronizados de testes de toxicidade utilizando organismos aquáticos (USEPA 1996, 2002, 

OECD 1984-2004). 

Atualmente tem sido utilizado diversas espécies de peixes como no trabalho de 

Andrade et al. (2004), Glusczak et al. (2006), Cattaneo et al. (2011), Wilges et al. (2012) que 

são: Agonostomus catalai, Bagre marinus, Cyprinus carpio, Leporinus obtusidens,  Danio 

rerio em estudos tóxicologicos.  

A utilização de peixes em estudos de ecotoxicologia tem se mostrado vantajosa em 

relação aos testes tradicionais com outros organismos (LEMOS et al. 2005). Os peixes 

demonstram efeitos toxicologicos aos agentes tóxicos em concentrações inferiores as 

utilizadas em mamíferos, permitindo a avaliação das substâncias que são potencialmente 

teratogênicas, mutagênicas, aneugênicas e cancerígenas para os seres humanos (LEMOS et al. 

2007). 
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Segundo Amorim (2003), o diagnóstico precoce de contaminação por agrotóxico pode 

minimizar danos maiores à saúde animal, principalmente quando para este diagnóstico foi 

utilizado parâmetros biológicos com a finalidade de estudar a exposição às substâncias 

químicas para estimar o risco dos organismos expostos. De acordo com a Organização 

Mundial da Saúde (OMS, 2000), os biomarcadores compreende toda substância ou seu 

produto de biotransformação, assim como qualquer alteração bioquímica precoce, cuja 

determinação nos fluidos biológicos, tecidos ou ar exalado, avalie a intensidade de exposição 

e o risco à saúde. E estes podem ser classificados em três classes: de exposição, de efeito e de 

suscetibilidade (FREIRE et al. 2008). 

Os biomarcadores de exposição refletem a distribuição química de compostos 

orgânicos e seus metabólitos através do organismo, por isso são identificados como dose 

interna, estabelecendo uma ligação entre a exposição externa e a quantificação da exposição 

interna (AMORIN, 2003). Consequentemente a dose externa se refere à concentração do 

agente químico presente no ambiente em contato com organismo. Teoricamente, a 

distribuição da substância no organismo pode ser traçada por vários níveis biológicos, como 

tecidos e células, até seu alvo definitivo (JONSSON; CASTRO, 2005). 

 Os biomarcadores de efeito são aqueles que medem uma alteração biológica em um 

estágio ainda reversível (ou precoce), quando ainda não representa agravo à saúde. Desta 

forma, a ligação dos biomarcadores entre exposição e efeito contribui para a definição da 

relação dose-resposta. Os biomarcadores de suscetibilidade permitem identificar aqueles 

indivíduos na população que têm uma diferença genética ou adquirida (MAGALHÃES; 

FERRÃO, 2008). 

 Alguns autores como Amorim (2003) e Linde-Arias et al. (2007) mencionaram outros 

tipos de biomarcadores de efeito, os quais possibilitam a avaliação do mecanismo de ação da 

substância química no órgão alvo a partir de uma medida da alteração biológica associada a 

esta ação. Dentre esses podem ser citados: biomarcadores de nefrotoxicidade, hepatoxicidade, 

genotoxicidade e neurotoxicidade.  

A avaliação de um biomarcador ocorre em conjunto com as características dos 

organismos testes, que são abordadas em bioensaios de forma a analisar suas respostas frente 

à exposição tóxica (RIBEIRO; SALVADORI; MARQUES, 2003). Pesquisas na área de 

ecotoxicologia vêm sendo realizadas principalmente quanto ao Sistema de Biomonitoramento 

Automático em Tempo Real que utiliza organismos sentinela na detecção de alterações 

comportamentais ou fisiológicas durante a exposição ao contaminante (CASTRO; JONSSON, 
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2012). Contudo, a aplicação de métodos rápidos e de fácil realização como os biomarcadores 

de exposição, efeito e em tempo real podem gerar vantagens econômicas quando comparados 

à aplicação de protocolos tradicionais de análise que utilizam reagentes e equipamentos de 

alto custo e de maior tempo de realização (LINDE-ARIAS et al. 2008).  

Segundo Amorim (2003a), esses biomarcadores analisados conjuntamente, possibilitam 

elevar o grau de confiabilidade com o qual podem estimar os riscos à saúde animal e humano 

causados pelos diversos tipos de poluentes ambientais. Martins; Bianchini (2011) demonstram 

uma preocupação evidente quanto aos efluentes industriais, agrícolas e esgoto doméstico que 

são compostos por uma mistura de muitos poluentes, que podem afetar os ecossistemas de 

diferentes maneiras. 

Desde 1988, estudos de biomonitoramento ambiental vêm sendo realizados na bacia 

hidrográfica do Rio Caí, no Rio Grande do Sul. Os resultados desses estudos mostram 

degradação no ambiente impactado pelo complexo industrial, com a presença de compostos 

mutagênicos e citotóxicos (VARGAS et al. 2007). 

Outro Rio bastante impactado por indústrias siderúrgicas, localizado no estado de São 

Paulo é o Rio Paraíba do Sul que tem sido monitorado por efeitos genotóxicos nos 

organismos aquáticos analisados (LINDE-ARIAS et al. 2008).  

De modo semelhante, no Rio Barigui e em seus afluentes no Estado do Paraná, foi 

verificada a efetividade das ações de monitoramento e fiscalização quanto ao problema da 

poluição da água e a contaminação dos organismos aquáticos, pois estes formam um dos 

tripés da gestão ambiental (ALVES; MENDES, 2010). Ainda na região Sul do Brasil, a bacia 

hidrográfica do rio Tubarão foi monitorada com o auxílio dos biomarcadores de exposição e 

genotoxicidade, devido à intensificação das ações antrópicas consideradas impactantes 

(OSÓRIO, 2011).  

O estudo de Figueiredo et al. (2007), desenvolvido no Estado do Ceará no Nordeste do 

Brasil, representa estudos iniciais quanto à vulnerabilidade dos reservatórios a eutrofização 

causada pela alta carga poluidora principalmente pela atividade agrícola e pecuária. A 

verdadeira preocupação da contaminação de ambientes aquáticos por agrotóxicos pode não 

ser percebida pelo fato de muitos desses compostos permanecerem em níveis subletais no 

ambiente aquático por períodos curtos e por serem pouco estudados por não causarem morte 

imediata nos peixes (FANTA et al. 2003). No entanto, a contaminação subletal pode alterar 

significativamente vários processos fisiológicos, bioquímicos e morfológicos ao penetrarem 

nos órgãos dos organismos aquáticos (SANCHO et al. 1992 apud LINS et al. 2010). 
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Várias pesquisas de diagnóstico e de biomonitoramento podem fornecer novas 

abordagens e informações sobre a situação atual de nossas águas e organismos aquáticos, 

dentre eles grande parte enfocam as nossas bacias hidrográficas, uma vez que os corpos 

hídricos são os receptores finais, seja pelo escoamento superficial, pela lixiviação ou mesmo 

pelo aporte direto de poluentes (OSÓRIO, 2011). As informações fornecidas pelos 

biomarcadores a respeito da toxicidade de agentes tóxicos para peixes, e os resultados 

integrados aos parâmetros como os de biossinalização, hematológicos, osmo-iônicos, 

metabólicos e bioquímicos são importantes para a avaliação da saúde dos peixes e para o 

biomonitoramento de ambientes impactados. 

Nas próximas páginas são apresentados dois artigos submetidos que objetivaram 

analisar os efeitos da exposição aguda ao herbicida trifluralina em Colossoma macropomum 

(Tambaqui) utilizando biomarcadores que forneçam informações do potencial desta espécie 

como sentinela. 
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3. OBJETIVOS  

 

Objetivo Geral  

 

Analisar os efeitos da exposição aguda do C. macropomum (Tambaqui) ao herbicida 

trifluralina utilizando biomarcadores que forneçam informações do potencial desta espécie 

como sentinela para a região do delta do rio São Francisco e outros rios do Brasil.  

 

 

Objetivos Específicos  

 

• Classificar o tipo de toxicidade causada pelo herbicida trifluralina e determinar a CL50 

em 96 h para C. macropomum; 

• Avaliar os efeitos, in vivo e in vitro causados pelo herbicida trifluralina na espécie C. 

maropomum, por meio da atividade da enzima colinesterásica cerebral e muscular; 

• Avaliar os efeitos citotóxicos causados pelo herbicida trifluralina na espécie C. 

maropomum, através do teste do micronúcleo, ensaio do cometa e número de células 

em apoptose em sangue peritoneal;  

• Verificar a possibilidade de indicar a espécie Colossoma macropomum, como uma 

espécie sentinela para os rios do Brasil. 
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4. ARTIGO I - INIBIÇÕES IN VIVO E IN VITRO DA COLINESTERASE 

CEREBRAL E MUSCULAR DE JUVENIS DE Colossoma macropomum 

(TAMBAQUI) EXPOSTOS AO HERBICIDA TRIFLURALINA* 

 

RESUMO 

 

Colossoma macropomum (Tambaqui Amazônico) é uma espécie de peixe dominante, 

comercialmente importante e intensamente cultivado no consórcio de rizipiscicultura em uma 

variedade de corpos d’água na área do rio São Francisco, no Nordeste do Brasil. Formulações 

comerciais de herbicida contendo Trifluralina (α, α, α-trifluoro-2 ,6-dinitro-N, N-dipropil-p-

toluidina) são comumente utilizadas para controlar ervas daninhas em campos de  Oryza 

sativa (arroz). O principal objetivo deste estudo foi avaliar in vivo e in vitro os efeitos 

inibitórios do herbicida trifluralina na colinesterase - ChE cerebral e muscular de C. 

macropomum. Após 96 horas de exposição in vivo a diferentes concentrações (0,74; 1,5; 2,23; 

3,0 µmol/L), a atividade da ChE do cérebro de C. macropomum foi inibida com um efeito 

dose dependente que mostra uma inibição de 62 %; no músculo a inibição foi de 80% na 

maior concentração testada. A estimativa do valor da CL50 após 96 h para trifluralina foi de 

1,25 µmol/L. O homogenato ChE cerebral apresentou valores de 0,043 ± 0,015 mmol/L e 

0,301 ± 0,014 mmol/min-1.mg proteína para as constantes cinéticas aparentes  e  

respectivamente, na presença de acetiltiocolina. In vitro, a ChE cerebral de C. macropomum 

tem uma sensibilidade moderada à trifluralina de 2,34 µmol/L. No entanto, com alta 

sensibilidade para o carbamato de eserina de 0,158 µmol/L, indicando que a ChE do cérebro 

de C. macropomum é um biomarcador confiável para ser utilizado no monitoramento 

ambiental de compostos anticolinérgicos.  

 

 

Palavras-chave: Bioindicadores; Peixe amazônico; Colinesterase; Parâmetros Cinéticos. 
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ABSTRACT 

 

Colossoma macropomum (Amazonian Tambaqui) is a dominant and highly adaptable fish 

species that is intensively cultivated in rice fish cultures in a variety of water paddies in the 

area of the São Francisco River in northeast Brazil. Commercial formulations of herbicides 

containing Trifluralin (α,α,α- trifluoro-2,6-dinitro-N,N-dipropyl-p-toluidine) are commonly 

used to control weed or grain yield the rice fields of the area. Since C. macropomum is a 

commercial important species and herbicides can inhibit cholinesterase-ChE activity, the 

main goal of this study was to evaluate in vivo and in vitro inhibitory effects of pure trifluralin 

in brain cholinesterase from C. macropomum. After 96 hours of in vivo exposure to different 

concentrations of trifluralin- (0.74, 1.5, 2.23, 3.0 µmoles/L), C. macropomum brain ChE 

activity was inhibited in a dose-dependent manner, showing 62%; muscle inhibition was 80% 

at the highest concentration tested. The estimated 96 h LC50 value for trifluralin was 1.25 

µmol/L. Brain ChE homogenate showed values of 0.043  0.015 mmol.L-1 and 0.301  0.014 

mmol/min-1.mg protein for the apparent kinetic constants  and  respectively in 

presence of acetylthiocholine as substrate. In vitro inhibitory assays showed that C. 

macropomum brain ChE has a moderate sensitivity to trifluralin ( 2.34 mol/L). However, its 

sensitivity to eserine is much higher (0.158 µmol/L) indicating that C. macropomum brain 

ChE is a reliable biomarker to be employed in environmental monitoring of anticholinergic 

compounds.  

 

 

 

Keywords: Biomarkers; Fish amazônico, Cholinesterase; Kinetic parameters 
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4.1. INTRODUÇÃO 

 

A avaliação da sensibilidade de espécies-chave a poluentes químicos é essencial para a 

correta proteção de seus habitats. Os peixes são os organismos mais indicados para controle 

da poluição em sistemas aquáticos. O Brasil tem a maior biodiversidade de peixes do mundo, 

abrigando 3.000 peixes de água doce (MARTINS; BIANCHINI, 2011). Embora, ao longo da 

última década, os ensaios ecotoxicológicos tenham melhorado significativamente no Brasil, o 

número de espécies que foram testadas permanece baixo e a maior parte das pesquisas são 

realizadas com espécies das regiões Sul e Sudeste do Brasil. 

 O Colossoma macropomum (Tambaqui) espécie amazônica foi introduzido na década 

de 80 no delta do rio São Francisco na região Nordeste do Brasil (10
o
27'S, 36

o
25'E) 

(WOYNAROVICH, 1993). Atualmente, C. macropomum é uma espécie altamente adaptada e 

predominante em uma variedade de corpos d'água na região do delta onde tem sido 

intensamente cultivado pela Companhia de Desenvolvimento dos Vales do São Francisco e do 

Parnaíba (CODEVASF). 

O rio São Francisco tem um comprimento de 2.900 km (OAS / OSDE, 2005) com uma 

área de aproximadamente 30.000 km
2
 (CODEVASF, 2006). Esta área é caracterizada pela 

alta produção de Oryza sativa (arroz) que em 2010 foi de aproximadamente 11 milhões de 

toneladas (IBGE, 2011). São utilizados no controle de plantas daninhas em áreas de produção 

agrícola herbicidas como trifluralina, clamazone, quinclorac, bentazona, 2, 4-D, propanil, 

alaclor, paraquat, atrazina (COSTA et al. 2008; CATTANEO et al. 2012). 

A trifluralina (α, α, α-trifluoro-2,6-dinitro-N, N-dipropil-p-toluidina) é um ingrediente 

ativo de várias marcas comercializadas como: Teflan, Herbiflan, Trifluralin. Este é um 

herbicida seletivo, a base de dinitroanilina amplamente utilizado no mundo inteiro. São 

utilizados no controle de ervas daninhas em produção frutas, hortaliças e na produção de 

grãos como: Arroz, soja, girassol, milho e etc. (LIMA et al., 2010). Estudos com truta arco-

íris, sunfish bluegill e bagres têm mostrado que o herbicida trifluralina apresenta efeito tóxico 

para essas espécies de peixes e outros organismos aquáticos (JOHNSON;  FINLEY, 1980; 

MAYER; ELLERSIECK, 1986).  

O estudo da inibição das colinesterases – ChE é importante tanto em estudos 

toxicológicos com medicamentos quanto agrotóxicos (KRAUT et al. 2000). A inibição da 

colinesterase é largamente utilizada como um biomarcador de efeito, devido à sua 

especificidade para os pesticidas organofosforados e carbamatos (ALPUCHE-GUAL et al. 
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2008). As colinesterases são membros da classe da serina-esterase que são enzimas presentes 

nos diversos tecidos colinérgicos e não colinérgicos, bem como no cérebro, plasma e outros 

fluidos corporais (MASSOULIÉ et al. 2008).  

  A síntese e liberação de acetilcolina - ACh acontece no interior da terminação nervosa 

a partir da colina e do grupo acetil do acetil-CoA que é hidrolisado pela enzima-chave, 

acetilcolinatransferase à ACh. A maior parte da ACh sintetizada é armazenada em vesículas 

sinápticas, onde sua concentração é muito alta. A liberação das vesículas ocorre por exocitose 

desencadeada pela entrada de Ca
2+

 na terminação nervosa. Após sua liberação, a ACh 

difunde-se através da fenda sináptica e combina-se com os receptores situados na célula pós-

sináptica. Parte da ACh perde-se no caminho ao ser hidrolisada pela acetilcolinesterase 

(AChE) em colina e ácido acético, esta enzima permanece ligada à membrana basal e também 

é encontrada entre as membranas pré e pós-sinápticas (Figura 1, pag. 32) (LEHNINGER, 

2006). 

De acordo com a sua distribuição específica no tecido, especificidade de substrato, e a 

susceptibilidade de inibidores, as colinesterases são divididas em duas classes: 

acetilcolinesterase (AChE; acetil acetilcolina, EC 3.1.1.7) e butirilcolinesterase (BChE 

acylhydrolase acylcholine, EC 3.1.1.8). O mecanismo da reação de inibição da colinesterase 

por organofosforados e carbamatos envolve um ataque nucleofílico da serina da tríade 

catalítica (Figura 2, pag. 33) (DELFINO et al. 2009). 
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Figura 1 - Esquema simplificado da sinapse colinérgica 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autor desta tese, 2013. 
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Figura 2 - Mecanismo geral de inibição da AChE, onde –X é o grupo de   saída do 

agente organofosforado 

 

 

Fonte: Petronilho et al., 2011. 

 

Herbicidas como o clomazone (isooxazolidinone), quinclorac (quinolina), propanil 

(dichloropropionanilide) e metil metsulfuron (sulfoniluréia) também têm sido amplamente 

utilizados na agricultura, inclusive em campos de arroz no Sul do Brasil (RODRIGUES; 

ALMEIDA, 1998; JONSSON et al. 1998). Estudos têm demonstrado que a atividade da ChE 

no cérebro e músculo foi inibida por diversos herbicidas como clamazone isooxazolidinone 

(MIRON et al. 2005). A atividade da AChE em cérebro de Leporinus obtusidens, peixes 

teleósteos, diminuiu significativamente após exposição à clomazone e a herbicidas quinclorac 

(MORAES et al. 2007). O efeito inibitório de alguns organofosfatos e carbamatos sobre a 

acetilcolinesterase (AChE), da espécie C. macropomum também foi descrito por Assis et al. 

(2010). 
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O C. macropomum (Tambaqui) foi escolhido para este estudo por duas razões: a 

espécie tem sido intensamente cultivada em consórcio entre as plantações de arroz no delta do 

Rio São Francisco e estudos sobre os efeitos da exposição ao herbicida trifluralina sobre a 

colinesterase cerebral e muscular dessa espécie de peixe não foram encontrados. O objetivo 

principal deste estudo foi caracterizar in vivo e in vitro os efeitos da exposição ao herbicida 

trifluralina na atividade colinesterásica cerebral e muscular de C. macropomum, a fim de 

avaliar o potencial desta espécie como sentinela para a região do delta do Rio São Francisco e 

outros rios do Brasil. 

 

4.2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.2.1. Produtos químicos 

 

Os seguintes produtos químicos foram obtidos a partir da Sigma-Aldrich (St. Louis, 

MO): 5,5-ditio-bis-nitrobenzóico (DTNB), iodeto de acetiltiocolina (ATCh), albumina de soro 

bovino, Triton X-100, fosfato de sódio, sódio dodecil sulfato (SDS), eserina (fisostigmina), 

DMSO (dimetilsulfóxido), ISO-OMPA (tetraisopropilo pyrophosphamide), herbicida 

trifluralina – teflan® que foi purificado (α, α, α-trifluoro-2,6-dinitro-N, N-dipropil-p-

toluidina) (Figura 3, pag. 34). 

 

Figura 3 - Estrutura química da trifluralina 

 

 

Fonte: http://en.wikipedia.org/wiki/Trifluralin 

 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/trifluralin
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4.2.2. Purificação da Trifluralina (TRF) 

 

O herbicida trifluralina foi extraído em funil de separação (30 mL) com acetato de 

etila (20 mL) e NaOH 10% (50 mL). A mistura foi homogeneizada e deixada em repouso até 

apresentar a separação da fase orgânica. Esta foi removida e transferida para um balão 

volumétrico de 250 mL adicionando-se 10 mL de etanol para remoção da água residual. Os 

solventes foram evaporados em rotavapor BUCHI461 Batch – tipo RE1115, até apresentar a 

formação de cristais alaranjados, com 98% de pureza (MELO, 2007). Esses cristais foram 

doados pelo Laboratório de Eletroquímica – UFAL para a realização do experimento. 

 

4.2.3. Animais 

 

O C. macropomum (Tambaqui) é predominante no delta do rio São Francisco. A 

espécie tem valor econômico significativo para a produção intensiva de peixes (CODEVASF, 

2006). Exemplares de C. macropomum (Família: Characidae, Ordem: Characiformes), sem 

qualquer exposição a agrotóxicos (peso de 42,51 ± 8,20 g, com 14,36 ± 1,04 cm de 

comprimento total) foram fornecidos pela Companhia Hidro Elétrica do São Francisco 

(CHESF) (Figura 4, pag. 35). 

Figura 4 - Tambaqui (Colossoma macropomum) 

 

Fonte: Autor desta tese, 2011. 
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4.2.4. Preparo do Teste Experimental  

 

Os peixes cerca de 500 animais foram aclimatados às condições de laboratório durante 

5 dias, em quatro tanques (250 L), contendo a água livre de herbicida antes do experimento. 

Eles foram mantidos em água com oxigênio constante em sistema estático com um 

fotoperíodo natural (12 h luz \ 12 h escuro). No período de aclimatação, os peixes foram 

alimentados uma vez por dia com ração comercial para peixes (38 % de proteína bruta). Este 

modelo experimental foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da 

Universidade Federal de Alagoas (Processo N º 024854 / 2010-11). 

 

4.2.5. Testes preliminares 

 

Os testes preliminares foram realizados segundo as Normas Brasileiras 15088, a fim de 

determinar as faixas de concentração da trifluralina a serem utilizadas nos testes definitivos 

com C. macropomum. Cruzando informações de produtos comerciais quanto aos valores de 

CL50 da trifluralina para outras espécies de peixes de 0,5 a 2,2 mg / L em 96 h de exposição 

(EPA, 1996). 

 

4.2.6. Teste de toxicidade in vivo 

 

Após aclimatação, os animais foram transferidos para 28 aquários de 70 L sob 

oxigenação individual, e as variáveis de qualidade da água foram monitorados. Grupos de 8 

animais por aquário foram expostos a diferentes concentrações de trifluralina (0,74; 1,5; 2,23; 

3,0 µmol/L) durante um período de 96 h. O valor da CL50 da trifluralina foi determinado com 

base na média do percentual de mortalidade dos dois experimentos realizados. As soluções do 

herbicida trifluralina foram administradas através da água em condição estática, com quatro 

repetições cada. O número total de 192 exemplares usados no experimento foi determinado 

com base na sobrevivência remanescente de 95 % dos peixes que foram aclimatados às 

condições de laboratório. A trifluralina foi solubilizada em 1 % de dimetilsulfóxido (DMSO) 

com concentração final no aquário de 0,14 % DMSO. Dois controles foram estabelecidos sob 

as mesmas condições (controle de água e controle solvente - DMSO).  
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4.2.7. Variáveis de qualidade da água 

 

Os parâmetros de qualidade da água do aquário, tais como pH, temperatura (ºC) e 

oxigênio dissolvido (mg / L) foram medidos e registrados a cada 24 horas (ABNT, 1993). Os 

animais contaminados e os controles não foram alimentados durante o tempo de exposição. 

Após o tempo de exposição, os animais foram capturados e colocados em banho de gelo para 

serem abatidos e decaptados. Em seguida, foi feita uma incisão no crânio e os  cérebros foram 

removidos, pesados, etiquetados e embalados em papel alumínio. Os cérebros foram então 

colocados em nitrogênio líquido e depois em freezer -20ºC até a análise. 

 

4.2.8. Preparação do extrato cerebral e muscular 

 

Para preparar o homogenato de células um pool de três cérebros foram pesados em 

béquer de vidro e adicionado uma solução de NaCl a 0,9% na proporção de 80 mg de cérebro 

/ 1 mL. Em seguida macerados em homogenizador de vidro, submerso em banho de gelo. 

Após a preparação do extrato, este foi sonificado, em Fisher Scientific Modelo da Sonic 

Dismenbrador 100, com uma programação de três ciclos de 15 s com 15 s de descanso em 

gelo (Figura 5, pag.38). Para o tecido muscular foi pesado 1 mg de filé e também foi 

utilizado a relação 80 mg / 1 mL de solução de NaCl a 0,9 % macerado em homogenizador de 

vidro e sonificado. O homogenato foi centrifugado por 15 min em 3000 x g a 5 ºC e o 

sobrenadante foi usado como fonte de enzima, metodologia adaptada de Golombieski et al. 

(2008) (Figura 6, pag. 39). 

Este procedimento foi realizado nos cérebros e músculos dos animais expostos ao 

herbicida trifluralina, bem como nos animais dos controles. Em seguida, o homogenato de 

células de cérebro e o sobrenadante do tecido muscular foi utilizado para determinar a 

atividade da enzima colinesterase e quantificação da proteína total. 

 

 

 

 

 

 



 

38 
 

Figura 5 - Preparação do homogenato de células, A-Extração do cérebro,  

B-Pesagem do cérebro em balança analítica, C-Maceração, D-Extrato Bruto. 

 

 

Fonte: Autor desta tese, 2011. 
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Figura 6 - Preparação do sobrenadante de células, A- Descongelamento do músculo,  

B- Pesagem do músculo em balança analítica, C- Maceração, D- Produção do homogenato,  

E- Centrifugação, F- Sobrenadante. 

 

Fonte: Autor desta tese, 2013. 
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4.2.9. Determinação da atividade da ChE 

 

Foi determinada a atividade da ChE cerebral e muscular no homogenato e 

sobrenadante de células recém preparado, com a análise em temperatura ambiente (25-28 °C) 

de acordo com a metodologia de Ellman et al. (1961) a um comprimento de onda de 412 nm 

num espectrofotômetro UV / VIS (Perkin Elmer UV / VIS Lambda 2). O ensaio foi realizado 

em uma mistura de reação contendo 3 mL de 0,1 M de tampão de fosfato de potássio, pH 8,0, 

0,34 mM de 5,5-ditio-bis-nitrobenzóico (DTNB), 0,5 mM de iodeto de acetiltiocolina (ATCh) 

como substrato, e 100 µL da diluição do homogenato de cérebro ou do sobrenadante do 

homogenato muscular. Para o branco, 20 µL de água desmineralizada foram adicionados em 

substituição ao substrato ATCh. O tempo de reação foi de 5 min, e todos os ensaios foram 

realizados em três repetições. Uma unidade de atividade da ChE representa a quantidade de 

enzima que catalisa a hidrólise de um µmol de substrato por minuto (U = μmol/min). 

A atividade da enzima foi calculada de acordo com:

 

Eq. (1)       

 

Onde: V é o volume total da mistura da reação na cuveta, ΔA / Δt é a velocidade de reação 

(variação de absorvância em função do tempo), ε é o coeficiente de extinção molar do 5,5-

ditio-bis-aminobenzóico DTNB em 412 nm (14,15 mmol / L / cm), λ é o comprimento da 

cuveta (1 cm), Ve representa o volume do extrato enzimático e D é o fator de diluição. A 

atividade específica foi expressa em µmol de substrato / min / mg do teor de proteína total. 

 

4.2.10. O teor de proteínas 

 

A concentração de proteína total do homogenato foi determinada em 

espectrofotômetro em 595 nm, de acordo com Bradford (1976), utilizando albumina de soro 

bovino como padrão, para a curva de calibração. Todos os ensaios foram realizados em três 

repetições. 
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4.2.11. Ensaio cinético 

O ensaio cinético foi determinado por afinidade pelo substrato ( ) e velocidade 

máxima da reação ( ) com diferentes concentrações do substrato iodeto de acetiltiocolina 

- ATCh no intervalo de 0,00624 - 4 mmol / L. A constante aparente de Michaelis-Menten 

( ) foi avaliada por uma curva de regressão não linear, mostrando variação na velocidade 

incial para as concentrações de substrato, as medições foram efetuadas em três repetições e 

expressas em atividade específica.  

Para a obtenção da constante ( ) e a velocidade máxima ( ) da colinesterase 

foi utilizado o programa GraphPad Prism. Versão 5 para o Windows (GraphPad Software). 

 

4.2.12. Inibição enzimática in vitro 

 

Estudos de inibição foram realizados de acordo com Tortelli et al. (2006) utilizando o 

carbamato de eserina como referência de inibição positiva para a atividade da ChE, o 

herbicida trifluralina foi utilizado para identificar a concentração inibitória da atividade da 

ChE cererbral (CI50). Para cada inibidor utilizado foram preparadas soluções-estoque em 0,1 

% de dimetilsulfóxido (DMSO). Os extratos celulares a partir de três cérebros do controle 

água foram preparados. O homogenato de células foi incubado durante 20 minutos com 

diferentes concentrações de inibidor que variaram de 0,05 a 10 µmol / L para o carbamato de 

eserina, e 0,075 a 9 µmol / L para o herbicida trifluralina. Ensaios preliminares de inibição 

com três concentrações de tetraisopropilo pyrophosphamide (iso-OMPA) (0,05; 0,1 e 0,2 

µmol / L) também foram realizados. A atividade da ChE remanescente foi medida em 

presença de iodeto de acetiltiocolina (ATCh). O CI50 (concentração que causa uma inibição de 

50%) foi calculado a partir da concentração do inibidor vs percentual de inibição da atividade 

da ChE utilizando GraphPad Prism versão 5 para Windows (GraphPad Software). 
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4.2.13. Eletroforese 

 

A eletroforese em condições desnaturantes (SDS-PAGE) foi realizada como descrito 

por Laemmli (1970), utilizando um gel de poliacrilamida a 8,0 %, e 5 mM de ditiotreitol 

(DTT). Para uma estimativa preliminar da massa molecular foi usado o marcador da 

Invitrogen LC 5677. Com objetivo de realizar um zimograma, foi corrido um gel Nativa-

PAGE 8,0 % de poliacrilamida em condições não redutoras. O zimograma foi realizado de 

acordo com o procedimento descrito por Sagane et al. (2005). Para tal foi preparado uma 

solução contendo 6 mM ATCh e 3 mM de DTNB em tampão fosfato 100 mM, pH 7,0 

(ELLMAN et al. 1961). Após a eletroforese, o gel da nativa-PAGE foi imerso na solução 

contendo os reagentes da metodologia de Ellman e mantido sob agitação a temperatura 

ambiente, até que as bandas coloridas foram visualizadas. 

 

4.2.14. As análises estatísticas 

 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando análise de variância e as médias 

foram comparadas pelo teste de Student-Newman-Keuls (SNK) ao nível de significancia de 5 

% de propabilidade e expressos em média ± desvio padrão. A análise do probit foi usada para 

calcular a concentração letal (CL50). A concentração inibitória (CI50) foi calculado a partir da 

concentração do inibidor vs percentual de inibição da atividade da ChE, utilizando GraphPad 

Prism versão 5 para Windows® (GraphPad Software) e o software SAEG® versão 9,0. 

 

4.3. RESULTADOS 

 

4.3.1. Teste toxicológico in vivo 

 

Variáveis fisico-químicas de qualidade da água no teste de toxicidade aguda com o C. 

macropomum (Tambaqui) descritas na Tabela 1 mantiveram-se constantes em todos os 

tratamentos e ao longo do experimento.  
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Tabela 1 - As variáveis fisico-químicas de qualidade da água no teste de toxicidade aguda do 

herbicida trifluralina com o C. macropomum (Tambaqui)  

 

Concentração 

(µmoles/L) 

 

pH 

 

OD (mg/L) 

 

TºC 

Controle água 7,4 7,0 23,3 

Controle DMSO 7,6 7,5 23,4 

0,74 7,7 6,6 26,3 

1,5 6,4 7,3 27,1 

2,23 7,0 7,5 27,9 

3,0 7,0 7,0 27,8 

 

  

O valor da toxicidade aguda para o herbicida trifluralina em peixes juvenis de 

C.macropomum (Tambaqui) foi avaliado pela mortalidade de 50 % dos animais no 

experimento com a determinação da CL50 96 h sendo de 1,25 µmol / L, que corresponde 0,42 

mg/L com um intervalo de confiança de 95 % de 1,22 - 1,71 µmol / L (Tabela 2, pag. 43). 

 

Tabela 2 – Determinação da concentração letal do herbicida trifluralina em µmol/L para 

juvenis de C. macropomum (Tambaqui) * 

CL10 

Intervalo de Confiança 

(95%) 

CL50 

Intervalo de Confiança 

(95%) 

CL90 

Intervalo de Confiança 

(95%) 

0,43 

(0,37 ± 0,48) 

1,25 

(1,22 ± 1,71) 

4,58 

(3,34 ± 7,29) 

*Análises realizadas pelo Probit do SAEG. 

 

Após a exposição ao herbicida trifluralina a atividade colinesterásica - ChE cerebral e 

muscular foi analisada para todos os tratamentos. Os resultados mostraram efeito dose-

dependente com diminuição significativa da atividade ChE (p < 0,05) em relação aos 

controles água e solvente. 

A atividade colinesterásica do homogenato de células do cérebro do controle 

apresentou maior atividade comparada com a atividade colinesterásica do músculo do 

controle sendo de 2,276 a 0,7067 μmol/min.mL (Tabela 3, pag.45). A atividade ChE do 

cérebro dos peixes expostos ao herbicida trifluralina apresentou uma redução da atividade que 
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variou de 37 %, em 0,74 µmol / L até 62 % em 3,0 µmol / L. O mesmo comportamento 

inibitório foi observado na atividade da ChE muscular, com inibição em torno de 13 % em 

0,74 µmol / L até 80 % em 3,0 µmole / L (Figura 7, pag. 44). 

 

 

Figura 7 - Percentagem da atividade ChE cerebral e muscular em diferentes concentrações do 

herbicida trifluralina para juvenis de Colossoma macropomum (Tambaqui) in vivo. 1-Controle 

água, 2-Controle solvente. Os dados são apresentados como a média ± desvio padrão das 

repetições. Diferença significativa do controle é indicada por * (P < 0,05). 

 

A tabela 3, pag. 45, mostra os valores do teor de proteína, atividade total e específica 

da ChE após 96 h de exposição ao herbicida trifluralina de ambos os tecidos. O teor de 

proteína no cérebro mostrou uma diminuição significativa durante a exposição ao herbicida 

trifluralina. 

Comparando-se o teor de proteína do homogenato de cérebro de peixe do controle 

solvente com o valor obtido do controle água, o controle solvente mostrou uma queda de 

aproximadamente 86 %. Uma vez que os valores de atividade da ChE obtidos para os dois 

controles não mostraram variação significativa, a diminuição do teor de proteína contribuiu 

para o aumento dos valores de atividade específica. O aumento da concentração de trifluralina 

também contribuiu para uma queda significativa no conteúdo proteico. Comparando-se o teor 
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de proteína do controle água e solvente com o teor de proteína obtido nos peixes expostos a 

3,0 µmol / L do herbicida trifluralina, verificou-se uma diminuição de 96  % e 73 %, 

respectivamente. 

 

 

 

Tabela 3 - Variação do teor de proteína, atividade ChE e atividade específica no cérebro e 

músculo do Colossoma macropomum (Tambaqui) após 96 h em exposição in vivo a 

trifluralina 

Tratamentos 

 

      

     Cérebro 

Peso do 

Cérebro 

(mg) 

Proteina 

(mg/mL) 

Atividade total 

(µmoles/min.mL) 

Atividade 

específica 

(µmoles/min.mL 

/mg Proteina) 

Controle água 0,260 ± 0,051 7,620± 0,291
a
 2,276± 0,101

 a
 0,298± 0,052

a
 

Controle solvente 0,220 ± 0,030 1,027±0,070
b
 2,148 ± 0,180

ab
 2,091 ± 0,041

b
 

TRF 0,74 µM 0,221 ± 0,031 0,713±0,010
bc

 1,417 ± 0,252
bc

 1,987 ± 0,322
bc

 

TRF 1,5 µM 0,251 ± 0,072 0,587±0,052
cd

 0,978 ± 0,061
c
 1,666 ± 0,071

c
 

TRF 2,23 µM 0,220 ± 0,050 0,634±0,031
c
 0,892 ± 0,010

c
 1,406 ± 0,060

d
 

TRF 3 µM  0,270 ± 0,043 0,271±0,002
d
 0,812 ± 0,041

c
 2,996 ± 0,161

e
 

 

a 
Letras diferentes indicam diferença significativa entre os tratamentos comparados com o 

controle água, os dados são apresentados como a média ± desvio padrão das repetições. A 

análise estatística utilizada foi ANOVA seguido do teste de SNK *(p<0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 
    

     Músculo     

Controle água 0,098 ± 0,040 3,441 ± 0,060
a
 0,706 ± 0,320

a
 0,205 ± 0,090

a
 

Controle solvente 0,099 ± 0,020 1,820 ± 0,061
b
    0,618 ± 0,285

ab
 0,339 ±0,135

b
 

TRF 0,74 µM 0,093 ± 0,012 1,200 ± 0,043
b
 0,424 ± 0,094

ab
 0,353 ± 0,121

b
 

TRF 1,5 µM 0,096 ± 0,032 1,180 ± 0,017
b
 0,215 ± 0,010

b
 0,182 ± 0,068

bc
 

TRF 2,23 µM 0,100 ± 0,081 0,800 ± 0,018
c
 0,197 ± 0,006

b
 0,246 ± 0,114

c
 

TRF 3 µM  0,099 ± 0,060 0,492 ± 0,019
c
 0,137 ± 0,074

b
 0,278 ± 0,064

c
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Os efeitos observados na quantificação da proteína da ChE muscular foram 

semelhantes aos encontrados na proteína cerebral. Porém, na análise dos controles foi 

observada uma diminuição na quatidade de proteína do controle solvente em torno de 47 %, 

comparado com o controle água. As concentrações de trifluralina dos tratamentos também 

contribuiram para uma diminuição significativa na quantidade de proteína do músculo (p < 

0,05). Comparando a quantidade de proteína determinada na maior concentração de 

trifluralina com os controles água e solvente, observou-se uma diminuição de 86 % com o 

controle água e 73 % com o controle solvente.  

A inibição da ChE observada com o herbicida levou a um acúmulo de acetilcolina, 

causando super estimulação dos receptores nicotínicos e muscarínicos. Assim, a inibição da 

ChE influenciou o processo de neurotransmissão colinérgica promovendo efeitos 

indesejáveis. Como os receptores são de natureza protéica podem também ter sofrido efeito 

potencial não só do herbicida, mas também do solvente utilizado pois foram observadas 

alterações de comportamento nos peixes expostos ao herbicida, tais como natação errática, 

letargia e paralisia opercular (Dados não apresentados). 

 

4.3.2. Parâmetros cinéticos ChE e de exposição in vitro 

 

Como mostrado na Figura 8, pag.47, uma cinética de Michaelis Menten foi observada 

na reação do homogenato de células de cérebro recém preparado com acetiltiocolina como 

substrato. Assim, houve a importância de determinar-se a caracterização bioquímica da 

presente ChE na espécie e no tecido estudado antes da sua utilização como biomarcador. Pois 

os valores das constantes aparentes de Michaelis Menten (  e ) para a ChE cerebral 

de C. macropomum foram (0,0432 ± 0,0157 mmol / L) e (0,3016 ± 0,0148 mmol. min-1. 

mgP), respectivamente. Como mais de uma ChE podem estar presentes nos tecidos de peixes, 

está pode apresentar diferentes sensibilidades da ChE a agentes anti-colinesterásicos. 
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Figura 8 – Gráfico da cinética de Michaelis-Menten para a atividade ChE cerebral de C. 

macropomum (Tambaqui) na presença de acetiltiocolina, como substrato. Os dados são 

apresentados como a média ± desvio padrão de três repetições. ChE: Colinesterase. 

 

 

Os resultados dos ensaios de inibição da ChE cerebral são apresentados na figura 9 e 

10, pag. 48, O valor da CI50 em exposição in vitro para o carbamato de eserina foi de 0,158 

µmol / L, com um intervalo de confiança de 95 %. No entanto, a ChE cerebral de C. 

macropomum foi menos sensível a trifluralina tendo um CI50 de 2,34 µmol / L, com um 

intervalo de confiança de 95 %.  Contudo, as propriedades da ChE podem diferir entre as 

espécies e podem também exibir variações em diferentes tecídos da mesma espécie. Os 

ensaios preliminares com três concentrações de Iso-OMPA (0,05, 0,1 e 0,2 µmol / L) 

mostraram uma redução de 14, 29 e 33 % na atividade da colinesterase, respectivamente, que 

ajudou para observar a presença de BChE no cérebro de C. macropomum. 

A Tabela 4, pag. 48, apresenta a comparação das constantes aparentes cinéticas e 

valores estimados de CI50 para o carbamato de eserina. O valor da concentração inibitória de 

50 % da atividade da ChE indica o nível de sensibilidade das diferentes espécies de peixes a 

inibidores da colinesterase. 
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Figura 9 - Efeito de diferentes concentrações do carbamato de eserina sobre atividade ChE a 

partir do homogenato de célula do cérebro de juvenis de Colossoma macropomum 

(Tambaqui). Os dados são expressos como a média ± desvio padrão de três repetições. 

  

Figura 10 - Efeito de diferentes concentrações do herbicida trifluralina sobre atividade ChE a 

partir do homogenato de célula do cérebro de juvenis de Tambaqui (Colossoma 

macropomum). Os dados são expressos como a média ± desvio padrão de três repetições.  
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Tabela 4 - Comparação das constantes de Michaelis Menten ( ), velocidade máxima 

( ) e os valores de CI50 da colinesterase cerebral de diferentes espécies de peixes 

utilizando o carbamato de eserina. 

 

 

 

Nomes comum Peixes  
(mmol / L) 

 

 
(µmol / min

-1
.mg 

protein) 

 

CI50 

(mmol / L) 

 

 

Referência 

Tambaqui Colossoma 

macropomum 
0,043  0,301 1,58x10

-4 Presente 

trabalho 

Peixe rei Odontesthes 

bonaeriensis 
0,040  0,260  7,43x10

-3 Monserrat; 

Biachini, 2001 

Biquara 
Haemulon plumieri 0,310 0,238 6,4x10

-7 Alpuche-Gual et 

al., 2008 

Tilápia do Nilo 
Oreochromis 

niloticus 
0,102 0,229 9,76x10

-1 
Rodrigues-

Fuentes; Gold-

Bouchot 2004 

Carpa 
Cyprinus carpio 0,230 0,482 5,0x10

-4 La Torre et al. 

2002 

  

Guaru 

Cnesterodon 

decemmaculatus 
0,170 0,465 1,43x10

-3 La Torre et al. 

2002 

Enguia 
Anguilla anguilla 0,310 0,040 4,22x10

-6 Valbonesi et al. 

2011 

Bagre marinho 
Cathorops spixii 0,196  0,021 7,7x10

-5 Tortelli et al. 

2006 

Pescada Micropogonias 

furnieri 
0,201 0,019 4,47x10

-3 Tortelli et al. 

2006 

 

 

 

4.3.3. Eletroforese 

 

A SDS-PAGE (8% de poliacrilamida) dos géis na presença de ditiotreitol (DTT) 

mostrou que o homogenato de células de cérebro de C.macropomum (Tambaqui) tem um 

perfil semelhante de um extrato bruto que apresentou bandas características com peso 

molecular da AChE semelhante às bandas referidas na literatura para peixes em torno de 55,4 

kDa com bandas de intensa visualização (Fig. 11a). Visto a possibilidade de encontrar as 
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bandas da AChE e BChE no homogenato de cérebro de C.macropomum (Tambaqui), foi 

realizada uma Nativa Page corada com Coomassie na Fig. 11b1, que revelou duas bandas 

difusas na mesma área indicada pelas bandas coloridas no zimograma usando iodeto de 

acetiltiocolina como substrato (ATCh) e DTNB (Fig. 11b2). Assim, como revelado na 

eletroforese nativa e na análise de inibição da colinesterase de cérebro de Tambaqui com 

inibidor espécifico iso-OMPA da BChE, indicou-se a possível presença das duas colinesterase 

AChE e a BChE no cérebro de C.macropomum (Tambaqui). 

 

Figura 11 - Análise SDS-PAGE e Nativa-PAGE com zimograma do homogenato de células 

do cérebro da ChE de juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum). 

a. SDS-PAGE (8%) na presença de DTT e corados com Coomasie. Marcador molecular 

Invitrogen LC 5677 e nas Linhas 1 e 1' (50 µg de proteína). Linhas 2 e 2' (90 µg de proteína). 

b. Nativa-PAGE (8%) do homogenato de célula do cérebro da ChE de juvenil Tambaqui 

(Colossoma macropomum) (90 µg de proteína) corado com Coomassie Brilhante Blue (CBB) 

e zimograma; b1- corado com CBB, b2- corado com DTNB e ATCh. 

 

4.4. DISCUSSÃO 

 

Neste estudo, o valor da CL50 96 h de trifluralina foi de 1,25 µmol / L, correspondendo 

0,42 mg / L, evidenciando uma resistência moderada de juvenis de C. macropomum a este 

herbicida. A exposição da trifluralina foi também avaliada para Oncorhynchus mykiss (valor 
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CL50 96 h de 0,21 mg / L) e Cyprinus carpio (CL50 48 h de 1,0 mg / L) (GANGOLLI, 1999). 

Esses autores mostraram que C. macropomum e Cyprinus carpio demonstraram uma 

resistência comparável ao herbicida trifluralina enquanto Oncorhynchus mykiss (Truta arco-

iris) tem alta sensibilidade a este herbicida. 

Os resultados dos ensaios toxicológicos mostram que o efeito inibitório do herbicida 

trifluralina sobre a ChE cerebral de juvenis de C. macropomum apresentou uma resposta 

dose-dependente (Figura 7, pag. 44). Mais de 30 % de inibição da ChE cerebral foi obtida na 

menor concentração (0,74 µmol / L) e 62 % de inibição na maior concentração (3,0 µmol / L). 

O efeito inibidor sobre a atividade da ChE foi também relatado para outros herbicidas como o 

glifosato, diclorvos, clamazone e diazon. Na ChE cerebral de Leporinus obtusidens (Piau 

verdadeiro), o glifosato causa um efeito inibitório da ChE de 17 % e 42 % nas concentrações 

de 3 mg / L e 20 mg / L, respectivamente (GLUSCZAR et al. 2006). Uma diminuição de 12 

% (11,15 mg / L) foi encontrada na ChE cerebral de Anguilla anguilla exposto ao molinato 

(SANCHO et al. 2000). A exposição a uma concentração de 10 mg / L de Clamazone foi 

capaz de inibir 83 % da ChE no cérebro de bagre (MIRON et al. 2005). O Diazon teve um 

maior efeito inibitório sobre a enguia europeia 75 % com uma exposição de 0,042 mg / L 

(CERÓN et al. 1996). Diclorvos também apresentou um efeito inibitório considerável (35 % a 

0,125 mg / L) na ChE do cérebro de robalo europeu (VARO et al. 2003). Um nível de 

inibição de 20 % da ChE é considerado como indicação da exposição a produtos 

agroquímicos em peixes, aves e invertebrados (MAYER; ELLERSIECK, 1986), embora 

algumas espécies sobrevivam a 50 % de inibição da ChE (VARO et al. 2003). Outros fatores 

como espécie, idade e sexo também podem influenciar o grau de inibição da ChE 

(BRETAUD et al. 2000;. GOLOMBIESKI et al. 2008;. CHUIKO et al. 2003). 

A ChE cerebral foi mais sensível em baixas concentrações do herbicida trifluralina do 

que a ChE muscular, no entanto altas concentrações desse herbicida causam elevada redução 

da atividade ChE muscular em torno de 80%. Embora existam controvésias na literatura a 

respeito da faixa de inibição da AChE necessária para causar a morte de animais aquáticos, a 

maioria das estimativas encontram-se na faixa de 70-85%. Possivelmente a faixa de inibição 

da ChE que tenha em maior percentual a AChE, esta dependente da espécie e do tipo de 

tecido examinado (BRETAUD et al. 2000). 

Esses dados sugeriram que a inibição da AChE muscular é o fator mais importante na 

mortalidade de peixes expostos ao herbicida trifluralina. A perda do controle muscular pode 

causar múltiplos problemas para os peixes, incluindo natação errática, letargia e paralisia 
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opercular (PERKINS; SCHLENK, 2000). Existe uma variação de sensibilidade da 

colinesterase aos herbicidas e pesticidas entre os peixes neotropicais (MIRON et al. 2008). 

As formulações comerciais de herbicidas contêm solventes, tensoativos para melhorar 

a solubilidade e aumentar a absorção pelas plantas. Ingredientes inertes ou solventes podem 

também induzir respostas biológicas muito maiores do que se espera (BRAND; MUELLER, 

2002). Devido as suas propriedades fisicoquímicas, o dimetilsulfóxido-DMSO é considerado 

um solvente comum e as concentrações a cerca de 0,1 % a 5 % (v/v) de DMSO são 

frequentemente utilizadas. Contudo, alterações nas propriedades da proteína na presença de 

DMSO foram identificadas  por TJERNBERG et al. (2006). Mesmo sob baixas 

concentrações, DMSO pode impactar a estabilidade de proteínas e alterar suas propriedades 

de ligação (TJERNBERG et al. 2006). A grande queda no teor de proteína observada na 

(Tabela 3, pag. 45) está relacionada com DMSO, que foi utilizado como co-solvente para a 

trifluralina. Um efeito similar foi também encontrado em outros experimentos em ensaios 

utilizando DMSO 2,5 % (YANG et al. 2004).  

A trifluralina também mostrou uma clara influência sobre os valores de proteína do 

cérebro e músculo de C. macropomum (Tambaqui) após 96 horas de exposição. Embora a 

concentração de DMSO utilizada como solvente no ensaio toxicológico tenha influenciado a 

queda do teor de proteína de ambos os tecidos, não influenciou significativamente os valores 

de atividade da ChE. Por conseguinte, a diminuição da atividade ChE no cérebro C. 

macropomum está diretamente relacionada com às concentrações do herbicida trifluralina. 

A figura 8, pag. 47, mostra que a atividade da ChE presente no homogenato de 

cérebro de Tambaqui (C. macropomum) recém preparado, apresenta um comportamento 

cinético da equação de Michaelis-Menten, na presença de acetiltiocolina (0,00624 - 4 mM). 

Assis e colaboradores trabalharam com sobrenadantes dos cérebros de  

C. macropomum extraídos previamente e preparados com 0,5 mol / L de Tris-HCl, pH 

8,0 e congelados a -20 ºC antes de serem analizados (ASSIS et al. 2010). Esses autores 

também apresentaram uma cinética de Michaelis-Menten sem qualquer inibição, em 

concentrações que variaram de 0.008 – 15 mM de acetiltiocolina. Comparando-se a constante 

de Michaelis-Menten aparente ( ) e a concentração de acetiltiocolina obtidas na presente 

pesquisa com resultados apresentados na (Tabela 4, pag. 48) observa-se que a ChE do 

homogenato de cérebros de C. macropomum apresentou valor comparável aos valores de 

( ) obtidos para O. bonaeriensis, Carassius auratus e Ostreae dulis (MONSERRAT; 

BIACHINI, 2001;. LIU et al. 2007). 
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O valor do CI50 para o carbamato de eserina (controle positivo) tem sido utilizado 

como um índice de sensibilidade à inibição da ChE por pesticida (MONSERRAT; 

BIACHINI, 2001). Embora, a ChE dos cérebros de C. macropomum e O. bonaeriensis 

possuam afinidade comparável para acetiltiocolina, os seus valores de CI50 para o carbamato 

de eserina não são comparáveis (Tabela 4, pag. 48). O valor do CI50 para o carbamato de 

eserina foi de 0,158 µmol / L (Figura 9, pag. 48) este valor foi comparável ao obtido por 

Carassius auratus de 0,117 µmol / L (LIU et al. 2007). Contudo, comparando C. 

macropomum a uma espécie mais sensíveis ao carbamato de eserina, como Odontesthes 

bonariensis (TORTELLI et al. 2006; PIEDRAS; POUEY, 2005), espécie de alto valor 

comercial, assim como o C. macropomum, O. bonariensis da família Atherinidae 

naturalmente encontrado na América do Sul, mostra que tem maior sensibilidade para o 

carbamato de eserina (7,43 x 10
-5

mmol / L). 

Há poucos valores de CI50 relatados para herbicidas em peixes. Foi testado ChE no 

cérebro da enguia eléctrica exposta ao Diuron e Bentazon e mostraram valores de CI50 de 3,6 

µM e 0,135 µM, respectivamente (AHMED et al. 2012). A ChE do robalo europeu juvenil 

apresentou um CI50 de 7,4 mg / L para Dichlorvos (VARO et al. 2003). A ChE de 

Pseudokirchneriella subcapitata mostrou valores de CI50 na faixa de 0,036 e 0.07 mg / L para 

a atrazina e molinato, respectivamente (PHYU et al. 2006). Os resultados do presente estudo 

demonstraram que a ChE de C. macropomum tem uma sensibilidade moderada à trifluralina 

com valor de CI50 (2,34 µmol / L, correspondendo a 0,78 mg / L) em função da equação y = 

3,441 X
2
 + 7,804 X – 26,127, R

2
 = 0,99 % (Figura 10, pag. 48). Também foi observada 

sensibilidade da atividade da ChE para Iso-OMPA que apresentou uma pequena inibição da 

enzima com o aumento da concentração (entre 14 e 33 % de inibição). Uma vez que o Iso-

OMPA é considerado um inibidor específico para a butirilcolinesterase (SALLES et al. 2006, 

STURM et al. 2000), a diminuição observada na atividade da colinesterase do homogenato de 

cérebro incubado com concentrações de iso-OMPA indica a presença de butirilcolinesterase 

no cérebro de C. macropomum. 

A Nativa PAGE do homogenato de células do cérebro de C. macropomum coradas 

com Coomassie não mostrou um perfil de bandas claramente separadas na figura 11b1, 

pag.50, mas a eletroforese não desnaturante em gel quando corada pelo método de Ellman, 

indicou a presença de duas bandas difusas com atividade ChE, na figura 11b2, pag.50. Uma 

vez que os resultados da inibição com iso-OMPA indicaram uma contribuição da 

butirilcolinesterase sobre a atividade da colinesterase do homogenato cerebral de C. 
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macropomum, os ensaios indicaram a presença das duas colinesterase AChE e a BChE no 

cérebro de (Tambaqui) C.macropomum. 

 

 

4.5. CONCLUSÃO 

 

Em conclusão o presente trabalho demonstrou que as concentrações do herbicida 

trifluralina causam alterações neurotóxicas, dose-dependentes em cérebro e músculo de C. 

macropomum (Tambaqui). Esses resultados sugerem que a colinesterase – ChE do cérebro do 

C. macropomum pode ser considerada um biomarcador potencial da poluição aquática por 

herbicidas que contêm Trifluralina.  

Para verificar a presença de AChE e BChE separadamente em homogenato de cérebro, 

a eletroforese nativa com zimograma parece ser a abordagem mais apropriada em estudos 

ecotoxicológicos com peixe, concomitantemente ao uso de seus inibidores específicos. 
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5 ARTIGO II - AVALIAÇÃO DO EFEITO MUTAGÊNICO E GENOTOXICO DO 

HERBICIDA TRIFLURALINA UTILIZANDO Colossoma macropomum (TAMBAQUI) 

DO ENSAIO DO COMETA, TESTE DO MICRONÚCLEO E APOPTOSE  

 

 

RESUMO 

 

Colossoma macropomum (Amazônia Tambaqui) é uma espécie de peixe dominante e 

altamente adaptável, que é intensamente cultivado em culturas de arroz de peixe em uma 

variedade de plantações de água no delta do rio São Francisco no Nordeste do Brasil. As 

formulações comerciais de herbicidas que contêm Trifluralina (α, α, α - trifluoro-2,6-dinitro-

N, N-dipropil-p-toluidina) são comumente utilizados para controlar ervas daninhas de grãos 

nos campos de arroz da área. O C. macropomum é uma espécie importantes comerciais e 

trifluralin mostraram toxicidade em outras espécies de peixes, o principal objetivo deste 

estudo foi avaliar in vivo os efeitos de toxicidade aguda do herbicida trifluralin puro sobre 

Tambaqui pelo teste, cometas e apoptose ensaios de micronúcleos. Tambaqui foi exposto a 

diferentes concentrações (0,74; 1,5; 2,23; 3,0 µM ou 0,25; 0,5; 0,75; 1,0 mg / L) durante um 

período de 96 horas e a concentração mais baixa, com efeitos mutagénicos e genotóxica 

significativas, foi determinada. Todas as concentrações utilizadas, mostraram freqüência de 

micronúcleos e nível de danos no DNA maior do que seus respectivos controles negativos. A 

concentração de 1,5 µM (0,5 mg / L) mostrou uma frequência mais elevada com o aumento 

de micronúcleos danos no DNA e consecutivo aumento no número de células em apoptose. 

 

Palavras chaves: Agroquimícos, peixes, Bioacumulação, Bioindicador, Meio ambiente. 
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ABSTRACT 

 

Colossoma macropomum (Amazonian Tambaqui) is a dominant and highly adaptable fish 

species that is  intensively cultivated in rice fish cultures in a variety of water paddies in the 

delta of the São Francisco  River in northeast Brazil. Commercial formulations of herbicides 

containing Trifluralin (α, α, α – trifluoro-2,6-dinitro-N,N-dipropyl-p-toluidine) are commonly 

used to control weed of grain yield in the rice fields of the area. Since C. macropomum is a 

commercial important species and trifluralin has shown toxicity in other fish species, the main 

goal of this study was to evaluate in vivo the acute toxicity effects of herbicide pure trifluralin 

on Tambaqui by the micronuclei test, comet and apoptosis assays. Tambaqui was exposed to  

different concentrations (0.74, 1.5, 2.23, 3.0 μM or 0.25, 0.5, 0.75, 1.0 mg/L) for a period of 

96 hours and  the lowest concentration with significant mutagenic and genotoxic effects was 

determined. All the  concentrations used, showed micronuclei frequency and DNA damage 

level higher than their respective  negative controls. The concentration of 1.5 µM (0,5mg/L) 

showed a higher micronuclei frequency with increased DNA damage and consecutive 

increase in the number of cells in apoptosis. 

 
 
 

 Keywords: Agrochemicals, fish, Bioacumulantion, bioindicator, Environmental. 
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5.1. INTRODUÇÃO 

 

Vários estudos têm demonstrado a gravidade da contaminação das águas superficiais 

por agrotóxicos (MOSESSO, 2012). Ao longo das décadas o comércio e a utilização de 

pesticidas têm aumentado no Brasil. Devido à proximidade do ecossistema aquático com 

fazendas de produção agrícola no Brasil, a aplicação de pesticidas em áreas agrícolas coloca 

em risco a biota aquática principalmente em fazendas de piscicultura intensiva (MARTINS; 

BIANCHINI, 2011).  

A produção de arroz irrigado é uma cultura importante no Brasil com alta 

produtividade e, consequente, aplicação de agrotóxicos, juntamente com as novas tecnologias, 

os agrotóxicos têm contribuído para aumentar a sua produção (RESGALLA JR, 2002). 

Herbicidas têm sido amplamente utilizados em plantações de arroz no Brasil (MORAES et al. 

2007). No Nordeste, a produção de arroz se destaca na região do delta do rio São Francisco 

que compreende uma área de aproximadamente 30.000 km
2
 (CODEVASF, 2006). Esta área é 

caracterizada pela alta produção de arroz irrigado que em 2010 foi de aproximadamente 11 

milhões de toneladas (IBGE, 2011).
 
  

No cultivo de arroz irrigado no Delta do Rio São Francisco são empregrados vários 

herbicidas, tais como: trifluralina, clamazone, quinclorac, penxosulam, 2,4-D, propanil, 

alaclor, paraquat, atrazina. Todos estes são utilizados para controlar ervas daninhas (COSTA 

et al. 2008; CATTANEO et al. 2012). Estudos de produção agrícola e animal realizados pela 

Companhia de Desenvolvimento dos Vales do Rio São Francisco e do Parnaíba tem indicado 

o consórcio entre a cultura de arroz e a produção de peixe nas águas rasas dos arrozais 

(CODEVASF, 2006).  

No entanto, estudos visando a saúde animal indicaram que formulações comerciais de 

herbicidas contendo clomazone em campos de arroz podem causar alterações nos parâmetros 

de estresse oxidativo em L. obtusidens (Piava) (MIRON, 2008). Também em condições de 

campo, Cattaneo et al. (2010) submeteram o Cyprinus carpio (Carpa) à contaminação com 

penxosulam, o qual apresentou ação neurotóxica e alterações nos parâmetros de estresse 

oxidativo. No ano seguinte Cattaneo et al. (2011) expôs o mesmo peixe Cyprinus carpio 

(Carpa) o glifosato, o qual indicou claramente alterações em nível de peroxidação lipídica e 

ação anti-colinesterásica. Outros herbicidas como quinclorac e metsulfuron também 

apresentaram ação anti-colinesterásica e indução de alterações bioquímicas em Leporinus 

obtusidens (PRETTO et al. 2011).  
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A Trifluralina (α, α, α-trifluoro-2,6-dinitro-N, N-dipropil-p-toluidina) é um 

componente de herbicidas empregado por várias empresas no Brasil e no mundo (LIMA et al. 

2010). Herbicida do grupo químico das dinitroanilinas, a trifluralina é utilizada para controlar 

muitas gramíneas anuais e ervas daninhas em culturas como: fruticultura, hortaliças e grãos, 

incluindo o arroz, soja, girassol, algodão, milho e o feijão. É um herbicida que atua 

interrompendo a divisão celular (LIMA et al. 2010). Embora, a trifluralina seja classificada 

pelo ministério da Saúde do Brasil como substância de moderada toxicidade para humanos, 

sua exposição crônica em ratos induziu a carcinomas (Ministerio da Saude, 1998; NCI, 2000). 

Em Cyprinus carpio L (Carpas) expostas a 0,02 mg / L de trifluralina durante 14 dias 

apresentaram aumento da atividade do aspartato aminotransferase no soro sanguíneo e 

necrose dos hepatócitos (POLEKSICK; KARAN, 1999).  

Possíveis efeitos clastrogênicos tem sido mencionados em exposição a trifluralina, 

assim o teste do micronúcleos (MN) é considerado um método útil para avaliar o potencial 

clastogênico e aneugênico dos agentes ambientais (VICARI et al. 2012). Este ensaio tem sido 

usado em peixes para analisar in vivo os efeitos mutagênicos de produtos químicos presentes 

no ambiente aquático. Micronúcleos são massas intracitoplasmáticas de fragmentos do 

cromossomo, ou cromossomos inteiros, que retardam a divisão celular, devido à falta de um 

centrômero, danos no DNA, ou um defeito na citocinese (VICARI et al. 2012). Em 

Oreochromis niloticus (Tilápias) expostas a 1, 5 e 10 µg / L de trifluralina ocorreu um 

aumento da frequência de micronúcleos em eritrócitos periféricos (KÖNEN; CAVAS, 2008).  

O Teste do cometa é outra ferramenta importante para genotoxicidade e 

monitoramento em ambientes aquáticos. No Teste do cometa, ou eletroforese em gel de célula 

única, permite detectar danos no DNA induzidos por alquilação, intercalado a agentes 

oxidantes (MATSUMOTO et al. 2006). O ensaio do cometa tem a vantagem de aplicação a 

qualquer tecido de interesse e detecta várias classes de danos no DNA. O ensaio do cometa 

mostrou uma excelente aplicação para monitoramento de genotoxicidade aquática em 

Cyprinus carpio (Carpa), Oncorhynchus mykiss (truta arco-íris), e Spisula sachalinensis 

(mariscos) (KIM; HYUN, 2006). O ensaio do cometa também tem sido utilizado para 

distinguir células apoptóticas e não apoptóticas (SINGH, 2000) com base no fato do elevado 

nível de danos no DNA que conduz a apoptose celular. O ensaio do cometa em eritrócitos de 

Oreochromis niloticus (Tilápia do Nilo) e Clarias gariepinus (bagre africano) demonstraram 

efeito genotóxico em estudos de monitoramento in situ (OSMAN et  al. 2012).  
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O C. macropomum (Tambaqui) é um peixe characidae nativo da bacia amazônica e 

habitante dos rios do Brasil, Venezuela, Colômbia, Peru e Bolívia (TAPHORN, 1992 apud 

CUNHA; SANTOS, 2011). Com ampla distribuição geográfica são comumente encontrados 

em matas inundadas, lagos de várzea e rios de águas barrentas (FERREIRA, 2006). Esta 

espécie tem fornecido dados relevantes para a avaliação da poluição ambiental nos rios 

(ASSIS et al. 2010; ROCHA et al. 2011). C. macropomum é uma espécie altamente 

comercializada em toda a região Nordeste, e este estudo também é importante para monitorar 

sua exposição a riscos ambientais. 

A fim de avaliar o efeito genotóxico e mutagênico e da trifluralina em eritrócitos de C. 

macropomum (Tambaqui), utilizando o Ensaio do Cometa e teste do micronúcleo, a presente 

pesquisa foi realizada objetivando-se indicar essa espécie como sentinela para a região do 

delta do rio São Francisco. 

 

5.2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.2.1. Reagentes 

 

Os seguintes produtos químicos foram obtidos a partir da Sigma-Aldrich (St. Louis, 

MO): Giemsa; metanol; Agarose Low melting point; Brometo de etídio; Dimetilsulfóxido; 

Etil-diaminotetracetato de sódio (Na2EDTA); Triton X-100; N-Lauril-sarcosinato; Ácido 

clorídrico; Hidróxido de sódio; Cloreto de sódio, Niclosamida e uma formulação comercial do 

herbicida trifluralina (α,α,α trifluoro – 2,6-dinitro-N,N – dipropyl-p-toluidine) (CAS number 

1582-09-8) que foi purificado até 98% de pureza por Melo (2007) no laboratório de 

eletroquímica da Universidade Federal de Alagoas (UFAL), antes de ser utilizado neste 

experimento (Figura 1, pag. 65). 

Figura 1 – Estrutura química da Trifluralina 

 

Fonte: http://en.wikipedia.org/wiki/Trifluralin 

http://en.wikipedia.org/wiki/trifluralin
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5.2.2. Animais 

 

O C. macropomum (Tambaqui) é um peixe presente no baixo do rio São Francisco. É 

uma espécie de valor econômico significativo para a piscicultura intensiva. Animais com 

ampla distribuição geográfica são comumente encontrados em matas inundadas, lagos de 

várzea e rios de águas barrentas animais (CODEVASF, 2006). Foram utilizados animais com 

peso médio de 42,51 ± 8,20 g, e com 14,36 ± 1,04 cm de comprimento total fornecidos 

Companhia Hidro Elétrica do São Francisco (CHESF) (Figura 2, pag.66) 

 

      Figura 2 - Tambaqui (Colossoma macropomum) 

 

Fonte: Autor desta tese, 2011 

 

5.2.3. Preparação do Experimental 

 

Os 500 peixes foram aclimatados às condições de laboratório durante 5 dias, em quatro 

tanques (250 L), contendo a água livre de herbicidas antes das experiências. Eles foram 

mantidos em água continuamente oxigenada em sistema estático e com fotoperíodo natural 

(12 h luz \ escuro 12 h). No período de aclimatação, os peixes foram alimentados uma vez por 

dia com ração comercial para peixe, contendo 38 % de proteína bruta. Este modelo 

experimental foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal 

de Alagoas (Processo N º 024854 / 2010-11). 
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5.2.4. Teste de Toxicidade in vivo 

 

Após aclimatação, os animais foram transferidos para 28 aquários 70 L sob oxigenação 

individual e as variáveis de qualidade da água monitorada. Grupos de 8 animais por aquário 

foram expostos a quatro diferentes concentrações de trifluralina (0,74; 1,5; 2,23; 3,0 µmol / L) 

durante um período de 96 h. Nos tratamentos T1, T2, T3 e T4 foram utilizados as 

concentrações de trifluralina com quatro repetições cada. O valor da CL50 da trifluralina foi 

determinado com base na média do percentual de mortalidade dos dois experimentos 

realizados. Soluções de trifluralina foram administradas; na água em condição estática, com 

quatro repetições cada. O número total de peixe usado neste experimento foi de 224 

exemplares. Devido à solubilidade muito baixa da trifluralina, cada solução foi preparada em 

1 % de dimetilsulfóxido (DMSO) com uma concentração final no aquário de 0,14 % DMSO. 

No experimento, foram estabelecidos três controles com o mesmo número de repetição que 

foram utilizados nos tratamentos: controle negativo, controle solvente (DMSO) e controle 

positivo com niclosamida 3 µg/L. A niclosamida tem sido utilizada como teste positivo em 

ensaios com peixes (MONKIEDJE et al. 1991), além de ser utilizada como moluscicida desde 

1960 (RIBEIRO et al. 2009). A niclosamida prejudica as vias respiratória e estômago dos 

animais (CAS 738 F99-013, 1999). 

 

5.2.5. Variáveis de qualidade de água  

 

A água dos aquários foram monitoradas quanto ao pH, temperatura (ºC) e oxigênio 

dissolvido (mg / L), com medições e registros a cada 24 horas (ABNT, 1993). Os animais 

expostos e os controles, não foram alimentados durante o tempo de exposição. Após o tempo 

de exposição, os animais foram capturados e colocados num banho de gelo para ficarem 

anestesiado.  

 

5.2.6. Coleta e diluição de amostra de sangue 

 

O sangue foi recolhido a partir de uma incisão abaixo do opérculo do peixe (Figura 3, 

pag.68) que foi retirado uma gota de sangue. 50µL desse sangue foram coletados em 

eppendof e adicionados ao tampão fosfato salino PBS 1x (0,09M), contendo EDTA (20 mM) 

em uma proporção de 5:1 para evitar a coagulação, adaptado do MANIATIS (1989). Em 
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seguida, uma gota foi retirada para o teste de micronúcleo. Para o ensaio do cometa, a amostra 

foi diluída 8 vezes em PBS contendo EDTA (20 mM). Esta diluição foi definida previamente 

como sendo a melhor sequência de diluição para ensaio do cometa. 

 

Figura 3- Localização opercular do C. macropomum (Tambaqui)  

 

Fonte: http://olhares.uol.com.br/o-tambaqui-que-eu-pesquei-foto1990665.html 

 

5.2.7. Ensaio do Cometa 

 

A versão alcalina do ensaio cometa foi realizado de acordo com as diretrizes propostas 

por Singh et al. (1988) e Tice et al. (2000), com algumas adaptações. As lâminas foram pré-

revestidas com 1,0 % de agarose padrão (SIGMA-ALDRICH ®) em PBS. As amostras de 

sangue diluído foram homogeneizadas com 0,5% de agarose em baixo ponto de fusão (LMP - 

SIGMA-ALDRICH ®) em PBS (1:10). 40µL foram colocados em duplicata. As lâminas 

foram cobertas com lamínulas e refrigeradas durante 5 min em gelo em gel. Os outros 40µL 

de agarose LMP foram adicionados e repetidas as mesmas condições. Isto foi seguido por 

imersão em solução gelada de lise alcalina (2,5 M NaCl, 10 mM, 100 mMTris 

etilenodiaminotetra-acético (EDTA), 10% de dimetilsulfóxido, 1% Triton X-100, pH final 

10,0) durante 1 hora. As lâminas foram então incubadas durante 20 min em solução de corrida 

para electroforese (0,3 M de NaOH, 1 mM EDTA, pH 13), seguido por electroforese a 25 V: 

300 mA (1,25 V/cm) durante 20 min. Após a electroforese, as lâminas foram então 

neutralizadas (0,4 M de Tris, pH 7,5) e coradas com SYBER Green (InvitrogenTM) diluído 

em PBS (1:200) durante 10 min. Cem células por amostra foram contadas para obter o 

percentual de escores em microscópio de epifluorescência (Olympus - PM 20) usando 400x. 

A quantificação de quebra de DNA foi realizada por avaliação visual e as células foram 

classificadas em quatro categorias representando diferentes graus de danos no DNA, desde a 

http://olhares.uol.com.br/o-tambaqui-que-eu-pesquei-foto1990665.html


 

69 
 

ausência de migração visível (classe 0, células intactas), para o comprimento máximo do 

cometa [classe 3, células maximamente danificados (DC)] (KOBAYASHI et al. 1995). 

A taxa de células danificadas foi obtida somando-se o número de células não 

danificadas (classe 0) mais o número de células danificadas apartir de cada classes 1, 2 e 3, e 

dividindo-se pelo número total de células analisadas em cada tratamento. A percentagem de 

escore total ou unidade arbitrária para 100 nucleoídes foi obtida pela multiplicação do número 

de células em cada classe por classe de dano, de acordo com a fórmula modificada por 

(MANOHARAN; BANERJEE, 1985). A percentagem de escore total foi obtida por:  (0 x n0) 

+ (1 x n1) + (2 x n2) + (3 x n3), onde n = número de células em cada classe analisada. Assim, 

a  percentagem de escores total ou unidade arbitrária pode variar de 0 - 100 células ausentes 

de danos até 300, tendo todas as células com danos classe 3. 

 

5.2.8. Teste do Micronúcleo  

 

O sangue foi coletado a partir da incisão abaixo do opérculo do peixe diluído e 

gotejado sobre a lâminas, fazendo-se o esfregaço e secando ao ar durante 30 minutos. 

Posteriormente, foram fixadas em metanol durante 10 min e coradas com solução de Giemsa 

5% durante 30 min. Todas a lâminas foram codificadas. Duas lâminas para cada peixe e 

quatro para cada repetição do tratamento. Foram examinados 1.800 eritrócitos em cada 

tratamento. Para detectar micronúcleos nos eritrócitos, as lâminas foram analisadas utilizando 

um microscópio Labomed Lx400 com óleo de imersão, para melhor visualização. Foram 

identificados por corpos ovóides de cromatina circular da mesma coloração que o núcleo da 

célula. A frequência de MN foi calculada como: % MN = Número de células com 

micronúcleos / número total de células contadas (AL-SABTI; METCALFE, 1995). 

 

5.2.9. Apoptose 

 

O ensaio de apoptose (ou teste de difusão em gel) foi realizado de acordo com Singh 

(2000) e alguns procedimentos foram realizados em adaptação. Seguiu-se exatamente a 

metodologia do ensaio do cometa até a solução de lise. As lâminas foram então imersas 

durante 10 min em uma solução de corrida resfriada. Em seguida, as amostras foram imersas 

em uma solução de acetato de amônio em etanol a 90 % durante 15 min e, finalmente, em 

etanol a 75 % durante 15 minutos. As lâminas foram deixadas para secar à temperatura 
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ambiente e coradas com syber Green (Invitrogene TM) diluída em PBS (1 : 200) durante 10 

min. Cem células por amostra foram utilizadas e os escores visualizados usando microscópio 

de epifluorescência 400x (Olympus - PM 20). A classificação foi feita de acordo com a 

presença ou ausência de halos em torno de cada nucleóide (SINGH, 2000). 

 

5.2.10. Análises Estatísticas 

 

Os dados de ensaios de cometa, micronúcleo e apoptose foram analisados utilizando 

GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc.) usando o teste de análise de variância 

(ANOVA) e teste de comparação de média Student-Newman-Keuls (SNK), com um intervalo 

de confiança de 95 % (p<0,05 ), (p <0,01); (p <0,001). 

 

5.3. RESULTADOS  

 

5.3.1. Ensaio do cometa 

 

Os resultados em termos de níveis de danos individuais no DNA são apresentados na 

Tabela 1. Após 96 h de exposição, foi possível identificar nos eritrócitos de todos os peixes 

expostos ao herbicida trifluralina, dano nível 1 com pequena variação entre os tratamentos. Os 

eritrócitos dos peixes expostos a 1,5 e 3,0 µM do herbicida trifluralina apresentaram aumento 

nos valores de dano nível 2, quando comparado com o controle negativo, enquanto que nas 

outras concentrações de 0,74 e 2,23 µM não foram observados dano nível 2.  

Todas as concentrações analisadas de trifluralina induziram a aumento significativo 

nos valores da unidade arbitrária e na frequência de células danificadas comparado aos 

controles negativo e solvente (p<0,01, p<0,001). Para ambos os parâmetros analisados 

unidade arbitrária (U. A.) e/ou células danificadas (CD) apresentaram um grau de dano no 

DNA em função da concentração analisada que foi de (0,74 = 2,23 > 1,5 = 3,0 µM) 

comparável ao controle positivo (Tabela 1, pag.71). Destacando-se uma influência da menor 

concentração do herbicida trifluralina sobre a magnitude dos danos. Em geral pode ser 

considerado que entre as diferentes concentrações do herbicida trifluralina o dano nível 1 foi o 

que mais prevaleceu após o tempo de exposição. Porém, o dano causado se manteve nas 

concentrações de 1,5 e 3,0 µM até o nível 2 .  
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Tabela 1 - Frequência média de cada classe de dano no DNA (± desvio padrão) determinado pelo 

ensaio do cometa em eritrócito periférico de C. macropomum exposto por 96h em diferentes 

concentrações do herbicida trifluralina 

Tratamentos 

Nível 0 Nível 1 Nível 2 U.A. 
 

CD 
 

Média ± DS Média ± DS Média±DS Média ± DS  Média±DS 
 

Controle Negativo  96,25 ± 0,60 3,75 ± 0,60 0,00 ± 0,00 3,75 ± 0,60 
 

0,04 ± 0,01 
 

Controle Solvente  95,63 ± 1,35 4,38 ± 1,35 0,00 ± 0,00 4,38 ± 1,35 
 

0,04 ± 0,01 
 

Controle Positivo 82,67 ± 1,54 15,92 ± 1,56 1,42 ± 0,38 18,75 ± 2,32 
*** 

0,17 ± 0,02 
*** 

0,74 µM 89,82 ± 1,09 10,18 ± 1,09 0,00 ± 0,00 10,18 ± 1,09 
*** 

0,10 ± 0,01 
*** 

1,50 µM 91,93 ± 0,94 8,00 ± 0,91 0,07 ± 0,07 8,14 ± 1,05 
** 

0,08 ± 0,01 
** 

2,23 µM 89,93 ± 1,72 10,07 ± 1,72 0,00 ± 0,00 10,07 ± 1,72 
*** 

0,10 ± 0,02 
*** 

3,00 µM 90,65 ± 0,92 9,30 ± 0,92 0,05 ± 0,05 9,40 ± 1,02 
** 

0,09 ± 0,01 
** 

Nota: Os peixes foram mantidos em controle negativo (água), controle solvente (dimetilsulfóxido – DMSO), 

controle positivo (niclosamida - 3.0 µg/L) e diferentes concentrações de trifluralina (0,74; 1,5; 2,23; 3,0 

µmols/L). DS: Desvio padrão; UA: Unidades arbitrárias, CD: Células danificadas. A análise estatística utilizada 

foi ANOVA com pós-teste de Newman-Keuls (P <0,05). ** P <0,01; *** P <0,001 em comparação com o 

controle negativo. 
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Na Figura 4, pag 72 são apresentados um gráfico com os resultados dos experimentos 

do ensaio do cometa com C. macropomum (Tambaqui) exposto a diferentes concentrações do 

herbicida trifluralina in vivo comparado com o controle positivo. 

 

Figura 4 - Dano ao DNA de cadeia simples de eritrócitos do sangue periférico de Tambaqui 

(C.macropomum). A unidade arbitrária foi calculada usando a fórmula de Manoharan e 

Banerjee. A análise estatística utilizada foi ANOVA com pós-teste de Newman-Keuls. ** P 

<0,01, *** P <0,001 em comparação com água. P º º º <0,001 comparado com o controle 

positivo. 

 

5.3.2. Teste do micronúcleo 

 

A Tabela 2 apresenta a frequência de micronúcleos obtidos na presença das diferentes 

concentrações do herbicida trifluralina. A primeira concentração analisada de 0,74 µM não 

apresentou indução significativa de micronúcleos comparada com o controle negativo. 

Enquanto que as outras concentrações induziram significativamente o aumento na frequência 

de micronúcleos (p<0,05). A concentração de 1,5 µM apresentou a maior indução de 

micronúcleos, seguida da concentração de 3,0 µM, ambas induziram formação de 

micronúcleos semelhante ao controle positivo. Deste modo, não foram encontrados efeito 

dose-dependente desse herbicida em eritrócitos de tambaqui (C.macropomum). Essa resposta 

pode ter acontecido, devido à alta toxicidade do herbicida uma vez que o teste do micronúcleo 

quantifica danos irreversíveis ao DNA (Figura 5, pag. 73). 
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Figura 5 – Micronúcleus e anormalidades nucleares encontrados em eritrócitos peritoneal de 

C. macropomum exposto ao herbicida trifluralina. (A) Células sem micronúcleus; (B) células 

com micronúcleus; (C) células com núcleos lobados; (D) células com micronúcleus e células 

em apoptose; (E) células com micronúcleus e células com anormalidades nucleares; (F) 

células binucleadas. 

Tabela 2 – Frequência de micronúcleo em eritrócitos periférico de tambaqui (Colossoma 

macropomum) exposto a trifluralina por 96 horas 

Tratamentos Frequência de MN em (96 horas) 

Controle Negativo  0,1250±0,1314
a 

Controle Solvente  0,1350±0,064
a
  

Controle Positivo  1,5321±0,1681
c 

0,74 µM  0,1523±0,052
a 

1,5 µM  1,1318±0,1604
c 

2,23 µM  0,4995±0,1691
b 

3,0 µM  0,7962±0,1740
bc 

Fonte: Equação ((NMN / NN)*100%) 

The statistical analysis used was one-way ANOVA with post test Newman-Keuls (P<0,05) 
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5.3.3. Numero de células em apoptose 

 

A distribuição da frequência dos núcleos em apoptose detectados por ensaio de 

difusão é apresentado na Figura 6, pag. 74. Durante o experimento os controles negativo e 

solvente, apresentaram níveis normais de células em apoptose, sem efeito significativo. A 

distribuição da frequência de células apoptóticas foi mais elevada nos eritrócitos de peixes 

expostos a concentração de 1,5 µmoles/L da trifluralina. Com o aumento da concentração 

para (2,23 e 3,0 µmoles/L) essa frequência de células em apoptose foi menor, não 

apresentando diferença significativa entre os controles negativo e solvente. Isto pode ter 

ocorrido devido à atividade tóxica da substância, a qual inibe a divisão celular e, evitando a 

visualização do efeito apoptótico dependente da condensação e fragmentação do DNA.  

 

Figura 6 -  Efeito apoptótico da trifluralina em diferentes concentrações. Os dados foram 

analisados por um teste ANOVA com pós-teste de Newman-Keuls. ** P <0,01, *** P 

<0,001 em comparação com o controle positivo. 
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5.4.  DISCUSSÃO 

 

O presente estudo demonstrou com o teste do micronúcleo e o ensaio do cometa o 

efeito mutagênico e genotóxico do herbicida trifluralina em C. macropomum (Tambaqui). Os 

resultados dos ensaios do cometa mostram o efeito da toxicidade aguda do herbicida 

trifluralina nos eritrócitos da espécie estudada. Embora, o dano causado ao DNA medido pelo 

ensaio do cometa foi observado em todas as concentrações do herbicida trifluralina, não foi 

observado um aumento nos valores de acordo com um padrão dose-resposta. A extensão dos 

danos no DNA expresso como unidade arbitrária se manteve similar em todas as 

concentrações. Esta resposta pode ter ocorrido devido ao mecanismo de reparo celular, que é 

uma indicação de que o C. macropomum pode adaptar-se às concentrações de trifluralina 

utilizadas no ensaio de toxicidade aguda em 96 h. Esta hipótese se reforça pelo fato de não ter 

sido observado dose letal após o tempo de exposição. 

 Concomitantemente ao ensaio do cometa, o teste do micronúcleo também não 

mostrou um padrão dose-resposta com o aumento da concentração de trifluralina, todas as 

concentrações a partir de 1,5 µM apresentaram frequência de micronúcleos maior do que o 

controle negativo. O mesmo padrão de indução de micronúcleo não foi observado com o 

aumento da concentração em 96 h de exposição, devido à elevada toxicidade do herbicida, 

uma vez que o teste do micronúcleo quantifica danos irreversíveis ao DNA. Nas 

concentrações de 2,23 e 3,0 µM os eritrócitos de C. macropomum podem ter iniciado o 

processo de degeneração celular, reduzindo o número de células com micronúcleo. Konen; 

Cavas (2008) analisaram o efeito das concentrações de trifluralina (1, 5 e 10 µg / L) em 

Oreochromis niloticus (Tilápia do Nilo) expostas por 72, 144 e 216 h e observaram aumento 

significativo na frequência de micronúcleo nos animais expostos, indicando o potencial 

mutagênico desse herbicida trifluralina em peixes. Desde 1996, a Agência de Proteção 

Ambiental - EPA indica que o herbicida trifluralina contendo n-nitrosodi-n-propylamina é de 

moderada a altamente tóxico para os peixes de água doce e invertebrados, e altamente tóxico 

para os peixes e invertebrados estuarinos em estudos de toxicidade aguda. Fernandes et al. 

(2007) também estudaram a trifluralina, porém com outro sistema teste filogeneticamente 

distante dos organismos aquáticos. Esses autores encontraram uma notável ação aneugênica 

do herbicida trifluralina com a presença significativa de C-metáfase em suas análises. Embora 

a ação clastogênica da trifluralina não tenha sido reconhecida, as formulações comerciais 
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podem conter dipropylnitrosamina que é um componente cancerígeno que interage com o 

DNA (COOPER; STORTER, 2000). 

   Segundo Gebel et al. (1997) a trifluralina e a pendimethalina, que apresentam o 

mesmo mecanismo de ação, a atividade antimicrotúbulo, estudaram o efeito mutagênico de 

ambos em medula óssea de camundongos. A Pendimethalina não teve efeito mutagênico 

observado pelo teste do micronúcleo em células de medula óssea de camundongos macho ou 

fêmea. A aplicação da trifluralina resultou em aumento significativo na frequência de 

micronúcleo dos animais fêmea em comparação com animais não tratados. O herbicida 

trifluralina demonstrou ação aneugênicos / clastogênica significativa no teste do micronúcleo 

em animais fêmeas in vivo. Dimitrov et al. (2006) também estudaram células da medula óssea 

de camundongos para avaliar os efeitos causados por pendimethalina e observaram um 

aumento na frequência de células micronúcleadas e aberrações cromossômicas. Após o tempo 

de exposição ao herbicida os autores sugeriram que os animais sofreram indução de 

aberrações cromossômicas devido à biossíntese de metabolitos genotóxicos. Estudos 

anteriores demonstraram que a indução máxima de micronúcleos ocorre normalmente 1-5 

dias após a contaminação, mas na maioria das espécies de peixes ocorre entre 1 e 3 dias 

(SALVADORI; MARQUES; RIBEIRO, 2003; AL-SABTIE; METCALFE, 1995). Os 

resultados destes estudos enfatizaram a importância do teste do MN como uma ferramenta de 

biomarcador de exposição e efeito em peixes para poluentes em ambiente aquático.  

Grisolia; Cordeiro (2000) e Cavalcante et al. (2008) indicaram a ciclofosfamida e a 

niclosamida como controle positivo a ser utilizado em teste do micronúcleo. Esses autores 

demonstraram que ambas as substâncias podem ser usadas como controle positivo da maior 

parte dos estudos com organismos aquáticos. No presente estudo, a niclosamida também foi 

utilizada como controle positivo demonstrando aumento significativo na frequência de 

micronúcleo observado em 96 h de exposição.  

Em análise conjunta comparando os resultados do ensaio de cometa, teste micronúcleo 

e apoptose nas concentrações estudadas, foi possível observar uma correspondência entre os 

dados de detecção das anomalias cromossômicas nos eritrócitos de C. macropomum. No 

ensaio do cometa ainda é possível observar o efeito do mecanismo de reparo celular, agindo 

principalmente na concentração 0,74 µM. Portanto, o número de células em apoptose 

confirmou os resultados do teste do micronúcleo, pois ao mesmo tempo em que o organismo 

induziu quebra na fita dupla do DNA com a formação de micronúcleos, também ocorreu 

morte programada das células por apoptose, com efeito significativo na concentração de 1,5 
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µM do herbicida trifluralina comparado com o controle negativo em 96 h de exposição. 

Segundo Singh (2000) essa metodologia torna possível a detecção de todos os nucleóides em 

apoptose precoce e tardia. Contudo, o efeito observado nas demais concentrações de 2,23 e 

3,0 µM não se pode alegar que ocorreu morte celular por necrose ou apoptose, ou mesmo alta 

toxicidade com degeneração celular. Desta forma sugerimos a necessidade de estudos de 

citotoxicidade paralelo ao teste do cometa e número de células em apoptose em estudos de 

toxicidade aguda com o herbicida trifluralina. 

 

5.5. CONCLUSÃO 

 

 O presente estudo apresentou a toxicidade aguda do herbicida trifluralina com efeito 

mutagênico e genotóxico para juvenis de C. macropomum. Com efeito significativo na 

concentração de 1,5 µM por 96 horas.  
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Com base nos resultados obtidos neste estudo foi possível concluir que:  

A toxicidade da trifluralina estudada neste trabalho mostrou a influência do herbicida 

e do seu solvente. Os resultados demonstraram que os solventes geralmente considerados 

como ingredientes inertes nas formulações comerciais de herbicida também podem ter um 

grande efeito biológico. A exposição de C. macropomum para uma formulação contendo a 

trifluralina pura solubilizada em solução de DMSO inibiu ChE cerebral e muscular com efeito 

dose-dependente. Embora a exposição a trifluralina neste experimento não levou os animais a 

risco letal. Os juvenis de C. macropomum mostraram natação errática, tremores e letárgia do 

início ao final da contaminação de 96 horas.  

Sob condições in vitro, ChE do cérebro de C. macropomum apresentou sensibilidade 

muito elevada para o carbamato de eserina agente anticolinesterasico e sensibilidade 

moderada ao herbicida trifluralina. Em conclusão, a ChE cerebral de juvenil C. macropomum 

pode ser usada como um marcador biológico em programas de biomonitoramento no delta do 

rio São Francisco e em outros rios do Brasil. Devido, C. macropomum ser uma espécie 

abundante durante todo o ano no delta, e perfeitamente adaptada as condições ambientais 

dessa região pode ser indicada à espécie sentinela. 

Esses resultados indicam a necessidade de novos estudos, com herbicidas puros contra 

formulações comerciais para esclarecer impactos biológicos do estresse oxidativo e da 

expressão de genes de resposta ao estresse celular. Finalmente, os resultados da electroforese 

de coloração ativa em conjunto com os ensaios de inibição com Iso-OMPA sugerem a 

presença de acetilcolinesterase e butirilcolinesterase no cérebro de  

C. macropomum. 

Quanto as propriedades mutagênicas e genotóxicas do herbicida trifluralina a 

investigação demonstrou que o tipo de alteração genotoxica variou de acordo com a 

concentração do agroquímico. Contudo, foi possível detectar a menor concentração com 

efeito significativo ou observado o NOEL que foi de (1,5 µmol / L) para os juvenis de 

Colossoma macropomum expostos por 96 h. 

O C.macropomum mostrou-se sensível quanto aos parâmetros bioquímicos analisados, 

atividade enzimática, CI50 e caracterização da ChE cerebral; podendo destacar ainda os efeitos 

genotóxico, mutagênicos e apoptóticos como tendo maior relevância para avaliar a toxicidade 

da trifluralina para essa espécie de peixe. 
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7. PERSPECTIVAS  

 

Na projeção de metas de continuidade deste trabalho, deve ser considerado que: É uma 

área de pesquisa relativamente nova no Brasil e precisamente na região Nordeste carente de 

projetos e recursos humanos direcionados para essa área de estudo, que requer a interface de 

várias áreas do conhecimento e laboratorial para execução dos métodos analíticos e de 

biologia celular.  

Em função dos resultados, algumas propostas de continuidade do trabalho: 

 

- Realizar a separação das duas colinesterases acetil e butiril encontradas no cérebro, 

para realizar a purificação da Acetilcolinesterase em C.macropomum e assim testar sua 

sensibilidade individual. 

 

- indicar C. macropomum a sentinela ao banco de dados de espécie de peixes de água 

doce utilizadas em biomonitoramento ambiental.  
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