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RESUMO

O processo de bioincrustacdo consiste na instalacdo e crescimento de organismos
marinhos em superficies submersas ou semi submersas na dgua, e é considerado um dos
grandes problemas relacionados a navegacdo e manutencdo de estruturas portudrias. O
uso das pinturas anti-incrustantes € a principal forma de combater estas bioincrustagdes,
entretanto, alguns dos principios ativos das formulagdes atuais causam efeitos adversos
aos organismos ndo-alvo. O estudo de biomarcadores em organismos expostos aos
agentes xenobidticos € de grande importancia para a Ecotoxicologia, sobretudo na
identificacdo de substancias com potencial genotoxico. O objetivo deste trabalho foi
avaliar os efeitos do anti-incrustante clorotalonil sobre o DNA de peixes, utilizando como
organismo-teste aespécie estuarina M. furnieri. Os juvenis foram coletados no municipio
de Raposa — Ma e mantidos no Laboratério de Ecotoxicologia (LabEcotox) da
Universidade Federal do Maranhdo, onde foram aclimatados por 11 dias em tanques de
PVC com sistema de recirculagdo (filtragem mecanica e biologica) temperatura 25° + 1°
C, salinidade 20 g/kg e fotoperiodo (12/12h), recebendo alimentagdo (camardes frescos)
ad libitum. Ao final do periodo de aclimatacdo, os peixes foram separados em quatro
grupos experimentais, sendo que em cada grupo, 20 individuos foram injetados
mtraperitonealmente com lul/g de solugdo contendo: 1) Controle negativo - o veiculo
constituido por solugao fisiologica e DMSO (90:1, viv); 2) Controle Positivo -
ciclofosfamida (50 mg/kg); 3) 0,35 pg/ul. e 4) 3,5 yg/ulL de clorotalonil. Apds 96h das
mjecoes, os individuos de cada tratamento foram anestesiados com eugenol e tiveram o
sangue coletado por pungdo da artéria branquial para os testes do cometa, do microntcleo
e de anomalias nucleares. No geral, ambas as doses de clorotalonil foram capazes de
aumentar as frequéncias de danos no DNA, micronicleos e anomalias nucleares
(brotamento, fragmentos apoptdticos e bilobadas), indicando que as doses de 0,35 3,5
pg/ul tem um alto potencial genotdxico e mutagé€nico para a espécie M. furnieri.

Palavras-chave:  biomarcadores, corvina, tintas anti-incrustantes, clorotalonil

genotoxicidade.



ABSTRACT

The biofouling process consists of the installation and growth of marine organisms
on submerged or semi submerged surfaces in the water, and is considered one of the great
problems related to navigation and maintenance of port structures. The use of antifouling
paints is the main way to combat these fouling, however, some of the active principles of
current formulations cause adverse effects to non-target organisms. The study of
biomarkers in organisms exposed to xenobiotic agents is of great importance for
Ecotoxicology, especially in the identification of substances with genotoxic potential. The
objective of this work was to evaluate the effects of the anti-fouling chlorothalonil on the
DNA of fish, using as a test organism the M. furnieri estuarine species. The juveniles
were collected in the municipality of Raposa - Ma and kept in the Laboratory of
Ecotoxicology (LabEcotox) of the Federal University of Maranhdo, where they were
acclimated for 11 days in PVC tanks with recirculation system (mechanical and biological
filtration) temperature 25° £+ 1° C, salinity 20 g/kg and photoperiod (12 / 12h), receiving
feed (fresh prawns) ad libitum. At the end of the acclimation period, the fish were
separated into four experimental groups. In each group, 20 individuals were injected
mtraperitoneally with 1pL / g solution containing: 1) Negative control - the vehicle
consisting of physiological solution and DMSO (90 : 1, v: v); 2) Positive Control -
cyclophosphamide (50 mg / kg); 3) 0.35 pg/ uL and 4) 3.5 pg/ pL chlorothalonil. After
96 hours of mjections, subjects from each treatment were anesthetized with eugenol and
had blood collected by gill artery puncture for the tests of comet, micronucleus and
nuclear anomalies. In general, both doses of chlorothalonil were able to increase the
frequencies of DNA damage, micronuclei and nuclear abnormalities (budding, apoptotic
and bilobed fragments), indicating that the doses of 0.35 and 3.5 pg / pL have a high
potential genotoxic and mutagenic to M. furnieri species
Keywords: biomarkers,whitemouth croacker, antifouling pamnts, chlorothalonil,

genotoxicity.
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1. INTRODUCAO

A preocupacdo com a qualidade dos ecossistemas aqudticos vem crescendo e se
tornou objeto de estudo da comunidade cientifica, uma vez que estes ambientes veém
sofrendo cada vez mais com acdes antrOpicas gerando problemas, como a poluicdo
decorrente daintroducdo de substincias toxicas no ambiente aqudtico, provocando efeitos
deletérios em algumas espécies (PIANCINI, 2008). E o caso das tintas anti-incrustantes,
utilizadas para pintura de embarca¢des com o propdsito de combater as bioincrustagcdes.

O processo de bioincrustacdo consiste na instalagdo e crescimento de organismos
marinhos como bactérias, algas, crusticeos, entre outros, em superficies que estdo
submersas ou semi submersas (DAFFORN; LEWIS; JOHNSTON, 2011). E considerado
um dos grandes problemas relacionados as atividades de navegacdo pois acabam
ocasionando prejuizos as embarcacdes, como danos estruturais, aumento no consumo de
combustivel, perda da velocidade devido a wregularidade nos cascos, entre outros
(MARTINS; VARGAS, 2013).

Para tentar solucionar este problema, tintas a base de varios compostos como cobre,
clorotalonil, irgarol, diuron, tributilestanho entre outros foram fabricadas. Essas tintas
foram consideradas muito eficazes, porém, acabaram afetando organismos ndo-alvo,
trazendo riscos para os ecossistemas aqudticos (KARLSSON; EKLUND, 2004).

Ressalta-se que os biocidas utilizados como principio ativo na fabricacdo destas
tintas fazem parte de um grupo de compostos orginicos que podem ser prejudiciais aos
ecossistemas aquaticos (MARTINS e VARGAS, 2013) podendo causar efeitos deletérios
aos organismos presentes em dreas de portos e marinas (KARLSSON; EKLUND, 2004;
TURNER, 2010; DINIZ; FRANCO; DE JESUS, 2012).

Virias metodologias tém sido desenvolvidas com o objetivo de avaliar os impactos
ambientais causados por determinadas substincias quimicas ao meio aquéitico, e tém sido
empregadas no monitoramento desses ecossistemas. Essas andlises ecotoxicologicas
fazem parte de uma vertente da toxicologia, denominada de ecotoxicologia aqudtica que
investiga os efeitos de substincias quimicas e de outros materiais, de origem
antropogénica ou natural, em organismos aqudticos (PIMENTEL et al, 2011).

A ecotoxicologia nasceu como ferramenta de monitoramento ambiental, e tem
como principio verificar a resposta de organismos frente a exposicdo a estressores

quimicos. A partir da década de 80, varios protocolos padronizados de ensaios de



16

toxicidade comecaram a ser desenvolvidos aumentando o grau de confiabilidade dos
resultados, além disso, também foi estabelecidlo o uso de organismos para fins de
biomonitoramento da qualidade da d4gua (MAGALHAES; FERRAO FILHO, 2008).

O uso de biomarcadores € muito importante para a ecotoxicologia. Um biomarcador
¢ definido como uma resposta fisioldgica ou um padrao morfologico alterado em
organismos expostos aos agentes xenobidticos (OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).
Entre os anos de 1950 e 1960 surgiram os primeiros testes que utilizavam alteracdes
genéticas como biomarcadores para avaliar a genotoxicidade e mutagenicidade dos
compostos quimicos, com destaque para o ensaio cometa e medicdo da frequéncia de
micronicleos e de outras anomalias nucleares (PIANCINI, 2008).

A escolha de um organismo-teste € de fundamental importancia a esses estudos e a
presenca de algumas caracteristicas tais como, elevada disponibilidade e abundéncia,
representatividade de seu nivel tréfico, significado ambiental em relacdo a drea de estudo,
ampla distribuicdo e importancia comercial e, facilidades de cultivo e de aclimatagdo as
condi¢des de laboratério sao essenciais para a escolha do mesmo (COSTA et al., 2008).

No presente estudo, serd utilizado como organismo-teste a espécie Micropogonias
furnieri, uma espécie nativa de grande abundancia e distribuicdo nas dreas estuarinas.
Conhecida popularmente como corvina no Sul e Sudeste e cururuca no Maranhdo, tem
importancia comercial e alguns (poucos) estudos vém empregando a espécie como
bioindicadora e organismo-teste para ensaios laboratoriais (AMADO et al., 2006).

Desta forma, através de biomarcadores genéticos (teste do cometa, microntcleo e
anomalias nucleares) iremos testar a hipdtese de que o biocida clorotalonil utilizado na
fabricacdo de tintas anti-incrustantes pode ser considerado genotdxico e/ou mutagénico e
que a espécie M. furnieri pode ser empregada como um modelo biolégico para a
realizacdo de testes ecotoxicologicos, considerando sua ampla distribuicdo na costa
brasileira. Ouso de uma espécie nativa também se torna relevante, uma vez que, a maioria
dos protocolos de testes ecotoxicolégicos sao desenvolvidos com animais exoticos.

Nao hd estudos realizados sobre os efeitos desta substancia ao nivel molecular dos
organismos, o que seria de grande relevancia, uma vez que, dentre as consequéncias para
0s organismos aqudticos que sofrem lesdes em seu DNA, estdo problemas como o
desenvolvimento anormal, redugdo no crescimento e reducdo da sobrevivéncia de
embrides, larvas e adultos (SOUSA; FONTANETI, 2006). Além disso, esses efeitos
podem levar a problemas como distirbios na dindmica da populacio e comunidade

(NACCI; CAYULA; JACKIN, 1996).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Bioindicadores e organismos-teste

A qualidade de um sistema bioldgico pode ser demonstrada através da sadde dos
organismos que o habitam. A ecotoxicologia aqudtica permite que determinadas espécies
sejam utilizadas em testes para avaliar os efeitos provocados por contaminantes, através
de respostas fisiologicas e comportamentais (MOZETO E ZAGATTO, 2008).

Diferentes organismos sdo utilizados para avaliar os efeitos toxicos de
compostos quimicos no ambiente aqudtico. A escolha de uma espécie para a utilizagao
em testes ecotoxicolégicos deve obedecer alguns critérios, como:

a) Sensibilidade; o organismo utilizado deve ser sensivel a uma diversidade de

agentes quimicos.

b) Facilidade de manutencdo no laboratério.

c) Espécies de pequeno porte e ciclo de vida ndo muito longo.

d) Disponibilidade de organismos.

e) Deve-se dar preferéncia a espécies autdctones ou representativas no

ecossistema estudado.

f) Importancia comercial

g) Ampla distribuicdo geografica.

Esses organismos utilizados podem ser classificados como bioindicadores e/ou
organismos-testes, sendo que os bioindicadores sdao organismos ou comunidades de
organismos cujas reacdes sao observadas para avaliar a situacdo do ambiente em que estas
se encontram (GERHARDT, 2002). No caso de organismos-teste, as espécies sao
mantidas em laboratorios e o conhecimento de sua biologia € suficiente para que possam
ser utilizadas como indicadores de toxicidade do ambiente (COSTA et al., 2008). O uso
de organismos aquiticos (algas, anfibios, peixes, moluscos, entre outros) como
bioindicadores tem sido bastante vdlido para a realizacdo de testes de biomonitorame nto

(VIARENGO et al.,, 2007)

2.2. Peixes como indicadores ambientais

Os peixes sdo organismos bastante utilizados como bioindicadores e/ou

organismos testes de contaminagdo dos recursos hidricos por substancias potencialme nte
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toxicas (SUCMAN et al., 2006). Por serem organismos que ocupam diferentes niveis da
cadeia alimentar acabam sendo diretamente afetados por organismos que fazem parte dos
niveis inferiores, através do processo de bioacumulagdo (biomagnificacdo), demostrando
de certa forma, o que estd acontecendo no ecossistema em funcdo dos agentes toxicos de
acumula de forma direta e indireta (GADZALA-KOPCIUCH et al., 2004).

Algumas caracteristicas dos peixes, como, tamanho adequado para a realizagdo
de diversos procedimentos analiticos, longevidade, ampla distribuicdo entre os niveis
troficos, facilidade de captura, manutencdo laboratorial, além de algumas espécies
possuirem ampla distribuicdo geografica contribuem para a escolha destes organismos

para arealizacdo de testes ecotoxicologicos (POWERS, 1989; CHOVANEC et al., 2003).

2.3. Biomarcadores

Uma das maneiras de quantificar a exposicdo aos xenobidticos e seu potencial
impacto sobre os organismos vivos € a utlizacdo de biomarcadores, considerados
eficientes para determinar a qualidade do ambiente e a satide da biota local, identificando
os possiveis estressores ou poluentes que podem estar causando efeito (FREIRE et al.,
2008). Biomarcadores podem ser definidos como qualquer mudanca de resposta a uma
substancia ou elemento no ambiente que seja detectivel em alteracdes moleculares,
fisiologicas e comportamentais nos organismos (PEAKALL, 1994). Segundo AMORIM
(2003), os biomarcadores podem ser classificados em:

a)  Biomarcadores de exposi¢do: usados para confirmar e avaliar a exposicao
individual ou de um grupo para uma substincia, estabelecendo uma ligacdo entre a
exposicdo externa e a quantificacdo da exposicdo interna.

b)  Biomarcadores de efeito: usados para identificar as alteracdes ou efeitos
adversos a saide decorrentes da exposi¢do e absorcdo da substancia quimica. Estd ligada
arelacdo dose-resposta.

¢) Biomarcadores de susceptibilidade: mostram o grau de resposta da exposicao
provocada aos individuos indicando, por exemplo, o desenvolvimento de resisténcia ao
agente toxico.

Com o aumento do interesse de diversas dreas, a ecologia e a genética se uniram e
desenvolveram os primeiros testes hoje empregados em genotoxicidade e

mutagenicidade, tais como o teste do cometa e micronicleo (RAMSDORF, 2007).



19

2.4. Teste do cometa

O Teste do Cometa foi desenvolvido por Ostling e Johanson (1984), e é usado para
detectar danos no DNA em células individuais (SOUZA; FONTANETTI, 2012).
Posteriormente, o teste foi modificado e aprimorado por Singh et al. (1988), que
introduziram condi¢cdes alcalinas (pH > 13), desenvolvendo uma eletroforese de células
isoladas, aumentando a eficiencia da técnica, tornando o teste capaz de detectar quebra
de fita simples, quebras de dupla-fita, sitios dlcali-labeis, sitios abdsicos, excisao de sitios
incompletos de reparo e ligagdes cruzadas (SOUSA, 2005; RIVERO, 2007).

O Teste do Cometa consiste em realizar a lise celular, relaxamento do DNA e
eletroforese, sendo possivel observar, apds coloracdo, os fragmentos de DNA oriundos
da quebra causada pelo agente xenobidtico. Assim o principio da técnica consiste em
embeber as células em solucdo de lise e em seguida submeté-las a eletroforese em gel de
agarose, de forma que o DNA ao “correr” devido ao campo elétrico forma uma cauda
como a de um cometa, o que deu o nome ao teste, e € utilizada para detectar lesdes
gendmicas que, apds serem processadas e ndo reparadas, podem resultar em mutacdo

(PRETTI, 2007) (Figura 01).

0 1 2 3 4

Figura 1 — Teste do Cometa. Classes de danos de DNA: O - Classe 0; 1 - Classe 1; 2 -
Classe 2; 3 - Classe 3; 4 - Classe 4. Fonte: Sponchiado (2008).

Cabe ressaltar que, diferente das mutacOes, as lesdes detectadas pelo teste do
cometa sdo passiveis de correcdo (TICE, 1995). As vantagens desse teste sdo a rapidez,
simplicidade, a alta sensibilidade e o baixo custo (SCHERER; STROHSCHOEN, 2013).
Em peixes, esse teste tem sido aplicado em eritrcitos, destacando a sensibilidade das
células sanguineas desses animais ao efeito provocado pelos compostos genotoxicos, e

seu uso vem aumentando em laboratérios (VILCHES, 2009).
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2.5. Teste do Microniicleo e Anomalias nucleares

O teste do micronicleo (MN) é bastante utilizado para a avaliacio dos efeitos
mutagénicos causados por estressores ambientais (VIARENGO et al., 2007). A formacao
de micronicleos (Figura 02) tem relacdo com a poluicdo causada por védrios compostos
xenobidticos que podem ocorrer no ecossistema aquitico (OBIAKOR; OKONKWO;
EZEONYEJIAKU, 2014). Os micronicleos sdo cromossomos inteiros ou parciais que
acabaram ndo sendo incorporados nas c€lulas filhas durante a divisdo celular, e aparecem
no citoplasma como uma pequena estrutura arredondada e escura idéntica, em aparéncia,
ao nicleo celular (JACOBOWSKI, 2009). E amplamente utilizado para o monitorame nto
de danos genéticos em populagdes expostas a substancias mutag€nicas e carcinogénicas,
e embora tenha sido descrito, micialmente, para o uso em mamiferos, foi adaptado com
sucesso para o uso laboratorial em peixes, sendo utilizado em muitos estudos que avaliam

a exposicao deste grupo aos compostos mutagénicos (RIVERO, 2007).

Figura 2 - Micronticleo (seta) em eritrocito de peixe. Fonte: DA SILVA (2014).

Durante a andlise dos microndcleos, alguns autores tém observado algumas
alteragdes no nicleo e t€m sugerido que estas sejam levadas em consideracdo durante a
andlise, supondo que as mesmas podem estar relacionadas aos processos como o de morte
celular, erros na divisdo celular, citotoxicidade e genotoxicidade e/ou mutagenicidade
(FENECH, 2000). Estas alteracdes morfoldgicas em eritrocitos de peixes foram descritas
e classificadas em outros trabalhos como o de BARSIENE et al, (2006) como:

brotamento, fragmentos apoptdticos, célula binucleada, niicleo bilobado (Figura 03).
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Figura 3 — a) Brotamento, b) Fragmentos apoptoticos, ¢) Célula binucleada, d) Nicleo
bilobado. Fonte: Barsiene et al.,, 2006

Muitos trabalhos de biomonitoramento ja foram realizados através destes testes em
peixes. DUARTE et al. (2012) utilizaram os testes do cometa, micronicleo e anomalias
nucleares em peixes da espécie Oreochromis niloticus para avaliar a qualidade da dgua
da lagoa Jacuném (ES). CABANELAS e MOREIRA (2012) utilizaram o teste do
micronicleo para inferir os danos causados pelo esgotamento sanitdrio no rio Sapato, na
Bahia em eritrécitos de O. niloticus, obtendo respostas satisfatérias através do teste. Em
seus estudos, ZENKNER et al. (2013) usaram o teste do cometa para avaliar o potencial
genotoxico do rio Pardinho, usando a espécie Astyanax fasciatus, mostrando a poluicdo
do rio por fatores antropicos. DOMINGOS et al. (2008) também utilizaram os testes do
cometa e micronucleo para avaliar os impactos antropicos em duas zonas de estudrios
brasileiros (Piraqué, ES e Paranagud, PR), usando a espécie de Cathorops spixii, quando
foram evidenciados os danos no DNA. CANTANHEDE et al.,, (2016) também utilizaram
o teste do microndcleo e anomalias nucleares para analisar a qualidade de dois estudrios
na Ilha do Maranhdo, Brasil, utilizando aespécie Centropomus undecimalis. CASTRO et
al,, (2019) também utilizaram estes biomarcadores para a avaliacio da qualidade das

aguas do rio Munim-Ma, utilizando eritrécitos de Oreochromis niloticus.



22

2.6. Bioincrustacio e tintas anti-incrustantes

A bioincrustacdo € o acumulo indesejivel de microorganismos, plantas e animais
em superficies imersas na dgua do mar (YEBRA; KIIL; DAM-JOHANSEM, 2004). E
um problema que os usudrios de embarca¢des maritimas j4 enfrentavam hd muito tempo
e que acabam provocando diversos prejuizos como:

(1) O aumento no consumo de combustivel devido ao aumento no atrito com a

agua;

(2) Aumento na frequéncia e tempo de docagem, que além dos custos, também

gera certa quantidade de residuos toxicos;

(3) Introducdo de espécies em locais em que nio estavam naturalmente. (YEBRA;

KIIL; DAM-JOHANSEM, 2003).

As tintas anti-incrustantes foram desenvolvidas para evitar a formagdo dessas
bioincrustacdes nos cascos das grandes e pequenas embarcagdes, como navios de
cruzeiros, barcos de passeio, entre outros (YTREBERG et al, 2016). Surgram em
meados do século XIX, fabricadas com elementos como o enxofre, arsénio, mercurio ou
oxidos de cobre e zinco (tintas de primeira geracdo), porém, devido a sua baixa eficiéncia,
foram sendo substituidas por outros quimicos (DINIZ; FRANCO; DE JESUS, 2012).

Por volta de 1950, uma nova geracdo de tintas foi formulada a base de compostos
organometdlicos (tintas de segunda geracdo). A partir dai tintas a base de TBT
(tributilestanho) e/ou TPT (trifenilestanho) comecaram a ser utilizadas, entretanto, estas
substancias acabaram provocando danos ao ecossistema aqudtico. Devido a alta
toxicidade do TBT, este foi parcialmente proibido em pequenas embarcagdes (<25 m) no
inicio dos anos 80. Atualmente o uso do TBT na fabricacdo de tintas anti-incrustantes
estd proibido pela “Organizacio Maritima Internacional” (IMO) (KONSTANTINOU,
2000).

Como alternativa, a industria passou a formular tintas a base de compostos
organicos nao metdlicos e compostos norganicos para substituir as de segunda geracao
(tintas de tercerra geracdo) (DINIZ; FRANCO; DE JESUS, 2012). Atvalmente, 18
componentes sdo utilizados na fabricacdo de tintas anti-incrustantes em todo o mundo,
como alternativas para substituir os organometalicos, entre eles estdo o diuron, rgarol
1051, diclofluanida, clorotalonil, zinco piritiona, cobre piritiona, maneb, zaneb,
trifenilborano, TCMTB e DCOIT (DAFFORN et al, 2011 DINIZ; FRANCO; DE
JESUS, 2014; SALEH et al.,, 2015; BATISTA-ANDRADE et al., 2016).
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2.7. Clorotalonil

O Clorotalonil (TCIN) (2, 4, 5, 6-tetracloroisoftalonitrila) (Figura 04) ¢ um dos
fungicidas mais utilizados na agricultura mundial hd mais de 30 anos (WU et al., 2012)
de amplo espectro para o controle de doencgas foliares fiingicas de vegetais, culturas de
campo e culturas ornamentais (USEPA, 1999; TANG et al., 2017). Também € conhecido
por vérios outros nomes comerciais, como, Bravo, Daconil 2787, DAC-2787, Echo,
Vanox, entre outros (CIMA, BRAGADIN, BALLARIN, 2008).

Sua presenca na dgua do mar é em parte devido a lixiviacdo do solo pelas dguas de
drenagem das dreas do interior (CIMA, BRAGADIN, BALLARIN, 2008), e também pelo
seu uso como biocida principal e/ou de reforco em tintas anti-incrustantes, bastante
difundido apds o banimento das tintas a base de organoestanicos (CASTRO et al., 2011).

N
Cl. 4

cl’ Cl
Figura 4 — Féormula estrutural do Clorotalonil. Fonte: Castro et al. (2011).

Apresenta solubilidade em é4gua de 0,9 mg/L, tendo uma meia vida em agua
estuarina de 8 a 9 dias, e no solo de aproximadamente 60 dias (CAUX ET AL., 1996).
Embora apresente uma meia vida curta em ambiente marinho, € um fungicida capaz de
provocar toxicidade aos peixes, podendo concentrar-se nos tecidos desses organismos em
niveis bem mais altos do que os encontradas na dgua (COX, 1997). Além disso, podem
afetar a reproducdo de algumas espécies de peixes de dgua doce (CAUX ET AL., 1996).

O clorotalonil foi considerado altamente téxico para muitas espécies aquaticas
como algas, moluscos, crusticeos e peixes (DELORENZO E FULTON, 2012;
SANCHEZ-GARAYZAR ET AL., 2016). Emst et al. (1991) observou que esse biocida
também causa toxicidade em invertebrados aquiticos como os mexilhdes azuis
(CL50(96h) = 5,94 mg/L)) e alguns outros organismos marinhos como a truta arco-iris
(CL50 (96h) = 69 ug/L).
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Os mecanismos de a¢do do clorotalonil sugerem problemas na atividade de varias
enzimas, como jd demonstrado por Sanchez -Garayzar et al, (2016) que observou a
capacidade de inibicdo da glutationa celular (GSH) e as enzimas ligadas a glic6lise na
espécie Danio rerio. Além de observar que o clorotalonil interrompe a respiracdo celular
e induz o estresse oxidativo.

E considerado altamente téxico pelo Sistema de Informacio de Produto de
Pesticidas dos EUA (PPIS) e incluido como “classe B2 - provavel cancerigena” na Lista
de Produtos Quimicos Avaliados por Potencial Carcinogénico pelo Escritorio de
Programas de Pesticidas dos EUA o que levou alguns paises a tomarem atitudes como
regular o seu uso, entretanto, apenas a Suécia proibiu o seu uso (CIMA, BRAGADIN,
BALLARIN, 2008).

Mesmo sendo um fungicida extensivamente usado e detectado com frequéncia no

ambiente aqudtico, hd poucos estudos sobre os seus efeitos nos organismos aquaticos nao-

alvo (CIMA, BRAGADIN, BALLARIN, 2008; SANCHEZ-GARAYZAR ET AL., 2016)

2.8. Micropogonias furnieri, Desmarest (1823)

A espécie Micropogonias furnieri, pertence a familia Sciaenidae e a ordem
Perciformes, foi descrita por Desmarest em 1823 (BARCELLOS, 2015) (Figura 05).
Apresentam uma ampla distribuicdo, ocorrendo desde o Atlantico Ocidental, em grande
parte das Antilhas, costa sul do Caribe e costa atlantica da América do Sul, da Costa Rica
a Argentina (FAO, 2016).

Figura 5 — Micropogonias furnieri. Fonte: préprio autor.

Esta espécie apresenta um comportamento eurialino e habito demersal obrigatério,

sendo encontrada em fundos lamosos e/ou arenosos que podem ir da zona de litoral até

60 metros de profundidade (MORASCHE, TUBINO; MONTEIRO-NETO, 2010). Sao
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encontrados também em regides estuarinas, principalmente, os juvenis, que utilizam esse
ambiente como zona de alimentacdo e crescimento (FISHER; PEREIRA; VIEIRA, 2011).

Vem sendo usada em alguns estudos de biomonitoramento, nos quais se procura
conhecer a qualidade ambiental, e avaliar a presenca de compostos que possam estar
prejudicando o ecossistema local, como no estudo realizado por MARCHOVECCHIO
(2004), que utilizou esta espécie para avaliar o nivel de metais pesados em um estudrio
na Argentina. AMADO et al, (2006) também utilizaram a espécie M. furnieri como
bioindicador avaliando duas d4reas do estudrio Lagoa dos Patos, RS, utilizando
biomarcadores como o micronicleo para realizar o biomonitoramento da drea.

A espécie ainda possui algumas caracteristicas que podem torna-la um bom
organismo-teste, como: elevada disponibilidade e abundancia, representatividade de seu
nivel tréfico, significado ambiental em relagdo a drea de estudo, ampla distribuicdo,
importancia comercial, facilidades de cultivo e de aclimatacdo as condi¢des de laboratério

(COSTA ET AL. 2008,).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

e Determinar se o biocida clorotalonil pode ser considerado genotdxico e/ou mutagénico
e se o peixe estuarno da espécie Micropogonias furnieri pode ser considerado um bom

organismo-teste para andlise de biomarcadores de genotoxicidade.

3.2. Objetivos Especificos

e Auvaliar se o biocida clorotalonil é capaz de causar ledes ao DNA do organismo-teste.

e Avaliar se o biocida clorotalonil € capaz de causar mutacdes ao organismo-teste.
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CAPITULO 2

Efeitos genotoxicos e mutagénicos do biocida clorotalonil no peixe estuarino
Micropogonias furnieri, Desmarest, 1823
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RESUMO: O fungicida clorotalonil utilizado como biocida em sistemas anti-incrustantes
tem demonstrado capacidade de bioacumulacio em peixes e toxicidade para alguns
organismos aqudticos ndo-alvo. O presente estudo avaliou através dos testes do cometa,
micronicleo e anomalias nucleares, o efeito genotdxico e mutagénico do clorotalonil no
peixe estuarino Micropogonias furnieri, uma espécie de interesse pesqueiro com
potencial de uso como organismo-teste para avaliacdo dos efeitos de micropoluentes
ambientais. Os juvenis (18,3 £ 4,0 g) foram coletados em igarapés de estudrio (Raposa,
Maranhdo, Brasil) e aclimatados por 11 dias em laboratério. Em seguida, foram testadas
duas doses de clorotalonil (0,35 e 3,5 ug/g’!), injetadas intraperitonealmente (1 ul/g! )
além dos controles positivo (ciclofosfamida 50,0 pg/g) e negativo (soro fisiologico e
DMSO). Apés 96 h das aplicacdes das doses internas, os peixes foram anestesiados
(eugenol) e tiveram o sangue coletado por puncdo branquial para as andlises dos
biomarcadores de genotoxicidade. No geral, ambas as doses de clorotalonil foram capazes
de aumentar as frequéncias de danos no DNA, micronicleos e anomalias nucleares
(brotamento nuclear, fragmentos apoptéticos e células bilobadas) indicando alto potencial
genotoxico e mutagénico do clorotalonil para a corvina.

Palavras-chave: Anti-incrustantes, biomarcadores genotdxicos, corvina, cururuca,
booster biocide
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ABSTRACT: The chlorothalonil fungicide used as a biocide in antifouling systems
has demonstrated ability to bioaccumulate in fish and toxicity to some non-target aquatic
organisms. The present study evaluated the genotoxic and mutagenic effects of
chlorothalonil in the estuarine fish Micropogonias furnieri, a species of commercial
interest with potential for use as a test organism to evaluate the effects of environmental
micro-pollutants, through the tests of comet, micronucleus and nuclear anomalies. The
juveniles (18.3 £4 g) were collected in estuarine streams (Raposa, Maranhdo, Brazil) and
acclimatized for 11 days in the laboratory. Then, two doses of chlorothalonil (0.35 and
3.5 ng/g) were tested in addition to positive (cyclophosphamide 50.0 pg/g) and negative
(saline and DMSO) controls. After 96 hours of application of the internal doses, fish were
anesthetized (eugenol) and the blood was collected by gill puncture for analysis of
genotoxicity biomarkers. In general, both doses of chlorothalonil were able to increase
DNA damage, micronuclei and nuclear abnormalities (nuclear budding, apoptotic
fragments and bilobed cells) frequencies indicating high genotoxic and mutagenic

potential of chlorothalonil for whitemouth croaker.

Keywords: Antifouling, genotoxicity biomarkers, whitemouth croaker, booster biocide
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1. Introducao

Os ambientes aqudticos t€ém sido depdsito de diferentes tipos de residuos de origem
antropogénica oriundos das mais variadas fontes de contaminantes ambientais (Rajaguru
et al, 2001; Ohe et al., 2004). Nas zonas portudrias, destacam-se a presenca de biocidas
empregados nas tintas anti-incrustantes formuladas para impedir a bioincrustracao
(Ytreberg et al., 2016). Esse processo consiste no acimulo e crescimento de organismos
aqudticos como bactérias, microalgas, plantas e invertebrados em superficies submersas
ou semi submersas (Dominguez et al., 2014). A bioincrustracdo gera varios problemas
relacionados as atividades de navegacdo, provocando prejuizos as embarcacdes como
danos estruturais (De Brito et al., 2007) perda da velocidade devido a irregularidade nos
cascos, aumento no consumo de combustivel e aumento no periodo de docagem (Lebret,
K.; Thabard, M.; Hellio, C., 2009).

Ha trés geracOes de tintas anti-incrustantes, e varias substincias jd foram utilizadas
como principios ativos na fabricacdo dessas tintas. A primeira geracdo era formulada a
base de 6xido de cobre e zinco, porém substituidas devido a sua pouca durabilidade
(Castro et al., 2011). Na segunda geracdo, o composto mais utilizado foi o organoestanico
tributilestanho (TBT), capaz de provocar efeitos toxicos em espécie ndo-alvo (Horiguchi,
et al., 2006; Nakanishi, 2008; Dos Santos, et al., 2013), o que levou a proibicio do seu
uso na formulacdo de tintas desde o ano 2008 (Martins e Vargas, 2013)., Novos biocidas
(terceira geracdo) t€ém sido empregados na formulagdo de sistemas anti-incrustantes, onde
cerca de 23 compostos, como o diuron, irgarol, DCOIT, diclofluanida e clorotalonil
(Castro et al., 2011; Soroldoni et al., 2017).

O clorotalonil (2, 4, 5, 6-tetracloro isoftalonitrila) € um fungicida ndo sistémico de
largo espectro, representante do grupo das isoftonitrilas, considerado um dos mais
utilizados na agricultura mundial nos dltimos 30 anos (Wu et al., 2012). Segundo Gallo e
Tosti (2015) o uso do clorotalonil como biocida utilizado na fabricagdo das tintas anti-
incrustantes, tem aumentado sua presenga no ambiente aqudtico. Possui uma meia- vida
de at€ 4 semanas na dgua do mar (Davies, 1987) e entre 1.8 e 8 dias em dgua estuarina e
interface dgua sedimento (Walker, 1988). E considerado téxico para espécies aquiticas
como algas, moluscos e crusticeos (De Lorenzo e Fulton, 2012). Além disso, é capaz de
provocar toxicidade em peixes, incluindo efeitos sobre areproducdo de algumas espécies
de agua doce (Caux et al, 1996). Ha registros de que mostram que este biocida possui
um fator de bioacumulagao de até 3.000 vezes em peixes (Cox 1997, US EPA, 1999). Por
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outro lado, TSUDA et al (1991) verificaram fatores de bioconcentracio de 18 para a
espécie Gnathopogon caerulescens e 25 para carpa Cyprinus carpio, apOs exposicoes
subletais de 1.1-1.4 pg / L. No entanto, pouco se sabe sobre o potencial genotdxico e
mutagénico dos biocidas de terceira geracdo, como o clorotalonil, para organismos
aqudticos ndo-alvo.

Dentre as ferramentas disponiveis para se estudar a acdo dos agentes toxicos nos
organismos, destacam-se os biomarcadores, os quais sdo definidos como qualquer
mudanga de resposta a uma substincia ou elemento no ambiente que seja detectivel em
alteracdes moleculares, fisiologicas e comportamentais nos organismos (Peakall, 1994).
Dentre eles podemos citar o teste do cometa, micronticleo e anomalias nucleares, que
visam indicar o potencial dos agentes quimicos em causar danos ao DNA, podendo levar
a mutacOes (Da Silva et al., 2003).

Os peixes estdo entre os organismos mais amplamente utilizados para a deteccdo
de efeitos nocivos de xenobidticos (Jesus e Carvalho 2008, Dos Santos et al., 2013; Nunes
et., al 2015). Devido a sua alta sensibilidade e capacidade de bioacumulacdo, permitem
identificar as respostas mesmo quando expostos as baixas concentracdes dos xenobidticos
(Zenckner, 2013). Uma das espécies de peixes nativos estuarinos que vem sendo usada
para estudos de biomonitoramento € a Micropogonias furnieri, popularmente conhecida
como cururuca ou corvina, considerando sua grande abundancia e importancia comercial
ao longo da costa brasileira (Marcovecchio, 2004; Amado et al,, 2006). Dessa forma,
testamos a utilidade de M. furnieri como organismo teste para verificar a existéncia de

efeito genotdxico e/ou mutagénico associados a exposicdo ao biocida clorotalonil

2. Materiais e Métodos

2.1 Organismos-teste

Os peixes foram coletados nos igarapés do municipio de Raposa no estado do
Maranhdo (Nordeste do Brasil) (2°25°19.8°’S 44°05°29.4°0) com rede de tarrafa malha
30 mm (Autorizacdo SisBio n° 55187-1). Os exemplares foram pré-selecionados in situ
em fun¢do do tamanho visando a obtencdo de um lote homogéneo de juvenis
(comprimento total menor que 250 mm, segundo Juras, 1984), em seguida foram
transportados em caixa d’dgua de PVC com dgua do local da coleta e aeracdo constante

até o Laboratério de Ecotoxicologia (LabEcotox) da Universidade Federal do Maranhio,
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onde receberam um banho de dgua doce por 3 a S minutos (Blaybock etal., 2005) e foram
aclimatados por 11 dias em temperatura de 25° £ 1° C, dgua marinha com salinidade
ajustada em 20 g/kg e fotoperiodo 12C/12E em tanques de PVC de 310 L na densidade
de 1 grama de peixe por litro de dgua com sistema de filtragem (canister), aeragao
constante, e alimentacdo ad libitum com camardes duas vezes ao dia. Os restos de

alimento e fezes foram retirados ao final de cada dia com auxilio de uma rede de malha

fina.

2.2 Bioensaios

Ap6s a aclimatacdo, os peixes foram organizados em quatro grupos experimentais
contendo 20 peixes por tratamento, sendo: um controle negativo que recebeu uma dose
do “veiculo” composto por solugdo fisiologica para peixes e dimetil sulfoxido (DMSO)
na proporcao 99:1 (viv); um controle positivo que recebeu o ‘“veiculo” mais
ciclofosfamida (50 pg/g), uma droga ja reconhecida por ser genotoxica e mutagé€nica para
peixes (Matsumoto e Colus, 2000); e dois grupos de tratamentos com exposicdo ao
biocida clorotalonil, sendo um na concentracdo de 0,35 pg/g, considerando o fator de
bioconcentracdo do clorotalonil para peixes segundo Davies (1988), e outro com uma
concentracao dez vezes maior (3,5 pg/g). Osindividuos foram pesados e receberam uma
dose dnica intraperitonial de 1 ul/g das solucdes correspondentes a cada tratamento.
Apds 96 h das injecdes (sem alimentacdo), os peixes foram anestesiados com oOleo de
cravo (eugenol 100 mg/L) (Simdes et al., 2012) e, em seguida, sofreram puncdo da artéria
branquial para retirada das amostras de sangue periférico para as andlises (comité de ética

de experimentacdo  animal da Universidade  Federal do Maranhdo: n

23115.008075/2016-12).

2.3 Teste do Cometa

O ensaio do cometa foi realizado segundo a metodologia de Singh et al. (1988) e
Tice et al. (2000), com modificacdes de Cestari (2004). Diluiu-se 10 pL de sangue em
1.000 pL de soro bovino fetal (GoldLab, Brasil), do qual, 10 pL foram misturados a 120
nL de agarose de baixo ponto de fusdo (0,5%) (Agargen, Brasil). Essa mistura foi aplicada
em laminas pré-gelificadas com agarose de alto ponto de fusdo (1,5%) (Agargen, Brasil).

As laminas foram cobertas com laminulas e refrigeradas por 10 a 20 minutos a 4°C. Apés
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a retirada da laminula, as lAminas foram mergulhadas em solucdo de lise gelada (2,5 M
NaCl; 100 mM Na2EDTA; 10 mM Tris pH 10, 10% DMSO e 1% Triton X- 100) em cuba
de vidro vertical e deixada na geladeira por lh a 4°C. Em seguida, as laminas foram
transferidas para uma cuba de eletroforese horizontal, que foi colocada em uma caixa
pldstica preenchida com gelo para manter o material refrigerado. A cuba, foi adicionado
o tampao alcalino (10 M NaOH, 0,2 M EDTA e 4gua destilada, pH > 13), e iniciada a
eletroforese a 25V e 300 mA durante 25 minutos. Em seguida, as laminas foram
transferidas para uma solucdo de neutralizacdo (0,4 M Tris/HCl, pH 7,5) por 15 minutos,
e colocadas para secar a temperatura ambiente. As laminas secas foram fixadas com
etanol absoluto por 5 minutos, coradas com brometo de etidio (30 pg/mlL) e analisadas
em microscopio de fluorescéncia (BX51/BX52-Olympus; filtro 516-560nm; objetiva de
40x).

Foram analisados 100 nucledides de eritrécitos por lamina, nos quais foram
considerados o tamanho da cauda. Os nucledides foram classificados, de acordo com o
dano encontrado no DNA, em cinco classes: 0: sem danos (<5%); 1: baixo nivel de danos
(5-20%); 2: médio nivel de danos (21-40%); 3: alto nivel de danos (41-94%) e 4: dano
total (>95%) (Speit e Hartmann, 1995). O escore de danos foi obtido multiplicando-se o
nimero de nucledides em cada classe pelo valor da respectiva classe, dividido pelo
nimero de niicleos (células) analisados, segundo a férmula: Escore = [(0 x n0) + (1 x nl)

+(2xn2) + (3 xn3) + (4 x nd)]/mimero total de células

2.4. Teste do microniicleo e anomalias nucleares

O teste do micronicleo seguiu a técnica descrita por Hooftman e Raat (1982).
Foram realizados esfregacos de sangue dos peixes sobre laminas, fixando-se o material
com metanol por 10 minutos, e deixando a ldmina secar a temperatura ambiente. As
laminas foram coradas com o kit hematolégico Panético (Laborclin, Brasil) durante 20
minutos, lavadas em &4gua corrente, e colocadas para secar a temperatura ambiente. A
frequéncia de eritrocitos micronucleados foi determinada pela andlise de 1.000 células
por animal, considerando-se apenas hemicias nucleadas com membranas nuclear e
citoplasmdtica intactas. Os micronucleos foram classificados de acordo com Hooftman e
Raat (1982). As anomalias nucleares (brotamentos nucleares, fragmentos apoptdticos,

células bilobadas e binucleadas) foram classificadas seguindo Barsiené et al. (2006).
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2.5. Andlises estatisticas

A normalidade na distribuicdo de frequéncia dos dados e sua homogeneidade foram
avaliadas pelos testes Shapiro Wilk e Brown-Forsythe, respectivamente. Como nio houve
distribuicdo normal, os resultados dos ensaios cometa e microndcleo, e as anomalias

nucleares foram avaliados pelo teste Kruskal-Wallis, seguido de Dunnet (p<0,05) usando

o software GraphPad Prism 6.01 (GraphPad Software, Inc.)

3. Resultados

M. furnieri apresentou-se como um organismo teste adequado, mostrando-se
resistente aos procedimentos de captura, transporte e aclimatacdo as condicdes de
laboratério, e sensivel ao clorotalonil e a ciclofosfamida (controle positivo) utilizadas nos
ensaios, considerando as alteracdes observadas nos biomarcadores analisados. Além
disso, ndo houve mortalidade e nem incidéncia de doencas durante o periodo de
aclimatacdo e o periodo de exposicdo (96h) nos diferentes tratamentos.

As duas concentragdes de clorotalonil causaram danos ao DNA de M. furnieri
quando comparadas ao controle negativo (p < 0,0001), também havendo diferenca
significativa nos danos entre as doses de clorotalonil testadas (p < 0,0001) (Fig. 1 A).
Para o teste de mutagenicidade, as doses nas concentragdes de 0,35 pg/g (p < 0,05)e 3,5
ug/g (p < 0,0001) apresentaram um aumento na frequéncia de células micronucleadas em
relacdo ao controle negativo e ambas as doses apresentaram diferenca entre si (p < 0,01)
(Fig. 1 B). Quanto as anomalias nucleares, houve um aumento significativo no
brotamento nuclear em relacdo ao controle negativo. As doses de clorotalonil nao
diferram (p > 0,05) entre si (Fig. 1C). O clorotalonil também causou aumento nos
fragmentos apoptdticos em ambas as doses, sendo que na concentracao de 0,35 pg/g (p <
0,05) afrequéncia foi menor que na concentracao de 3,5 pg/g (p < 0,0001), (Fig. 1D). Em
ambas as concentracdes de clorotalonil, os nimeros de células bilobadas foram maiores
do que no controle negativo (p < 0,0001), indicando um grande efeito sobre esse
parametro mutagénico (Fig. 1E). Por outro lado, ndo houve efeito significativo na

frequéncia de células binucleadas (p > 0,05) (Fig. 1F).
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Figura 1. Resultados (média +S.D N =20) dos testes do cometa, micronticleo e anomalias
nucleares dos diferentes grupos experimentais sobre os eritrcitos do peixe estuarino M.
furnieri. A: Escores de danos causados ao DNA avaliados através do teste do cometa. B:
Frequéncia de microndcleos. C: Frequéncia de brotamentos nucleares. D: Frequéncia de
fragmentos apoptoticos. E: Frequéncia de células bilobadas. F: Frequéncia de células
binucleadas. CN: Controle negativo (soro fisioloégico e DMSO); CP: Controle positivo
(50 pg/g de ciclofosfamida); 0,35: grupo exposto a concentracdo de 0,35 ug/g de
clorotalonil e 3,5: grupo exposto a concentracdo de 3,5 ug/g de clorotalonil. Letras
diferentes indicam médias significativamente diferentes entre si (Kruskal Walis - Dunnet,

p <0,05).
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4. Discussao

Este estudo demonstrou a utilidade da espécie M. furnieri como organismo teste
para ensaios ecotoxicoldogicos de curta duracdo e que, nas doses testadas, o biocida
clorotalonil encontrado em tintas anti-incrustantes causa efeitos genotoxicos e
mutagénicos neste peixe.

M. furnieri foi utilizada como biomonitor de poluicdo aquatica em alguns estudos
(Marcovecchio 2004; Amado et al., 2006), mas apesar disso ndo hd na literatura casos em
que a espécie tenha sido testada como organismo-teste para ensaios ecotoxicologicos.
Alguns critérios devem ser levados em consideracdo para a escolha de um organis mo -
teste, como: elevada disponibilidade e abundancia, representatividade de seu nivel
tréfico, significado ambiental em relacdo a drea de estudo, ampla distribuicio,
importancia comercial, facilidades de cultivo e de aclimatagdo as condicdes de laboratério
(Costa et al., 2008). Rand e Petrocelli (1985) sugerem ainda a importancia da espécie em
ser nativa, motivo da escolha da M. furnieri neste estudo. Considerando que esta espécie
se enquadra em todos estes critérios e se mostrou sensivel aos testes realizados, sugerimos
sua utilizagdo como organismo-teste para ensaios ecotoxicoldgicos de curta duragdo.

Estudos utilizando biocidas de nova geracdo t€m sido realizados para que se possa
ter conhecimento dos efeitos que estes compostos podem trazer a organismos aquaticos
ndo-alvo. Trabalhos de revisdo como os de Caux (1996) e Cox (1997) apresentam 0s
resultados para obtidos para diferentes grupos de organismos. Além disso De Lorenzo e
Fulton (2012) que demostraram sua toxicidade para algas, moluscos, crusticeos e peixes.
Sanchez e Garayzar etal., (2016) realizaram estudos de expressdo génica expondo o peixe
da espécie Danio rerio as concentragdes de 7,0 pg/LL e 35,0 pg/L do clorotalonil e
observaram a diminui¢do da expressdo de genes relacionados a imunidade, reproducdo e
depuragdo xenobidtica, além do aumento de genes que podem afetar a divisao celular que
podem provocar danos ao DNA.

Entretanto, € importante salientar que o presente estudo € o primeiro a demonstrar
a acdo genotéxica e mutagenica causada pelo clorotalonil em peixes. Neste estudo,
observamos que o clorotalonil foi capaz de causar lesdes ao DNA nas duas concentragdes
testadas. Estas lesdes indicam perturbagdes ocorrendo ao nivel molecular, gerando
instabilidade gendmica, que podem levar ao surgimento de mutacdes caso esses danos

ndo sejam reparados (Goldman e Shafer, 2014), e causar alteragdesnas células e nos
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tecidos, como anormalidades morfologicas, cancer, reducdo da producdo de gametas,
afetando até mesmo a viabilidade das populacdes (Abdelfattah et al., 2017).

Os estudos de Slaninova et al., (2009) e Marques et al., (2016) com o fungicida
mancozeb, cujo o mecanismo de agdo € o mesmo do clorotalonil, indicaram danos ao
DNA de peixes, os quais foram relacionados ao estresse oxidativo. Esses resultados estdo
de acordo com Ludovici et al., (1997) que relacionaram ainducdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) aos danos genéticos em eritrocitos de ratos submetidos ao clorotalonil.
Nesse sentido, sugerimos que os danos genéticos observados em M. furnieri estdo
relacionados com a geracdo de EROs.

Biocidas de 2? geracdo, como o cloreto de tributilestanho (TBCT) também causam
danos ao DNA de peixes marinhos da espécie Salmus irideus (Tiano et al.,, 2001) mesmo
em baixas concentragdes e durante pouco tempo de exposicdo (10 pL/ml expostos por 30
minutos). O mesmo efeito ocorreu em peixes de dgua doce (Hoplias malabaricus)
expostos a dose de 0,3 pg/g (Ferraro et al, 2004). Outros biocidas anti-incrustantes
também sdo capazes de provocar o mesmo efeito, como foi observado por Barranger et
al. (2014) que avaliaram a genotoxicidade do diuron em ostras da espécie Crassostrea
gigas expostas a 0,4 e 0,6 g/LL durante 7 dias, resultando em um aumento da frequéncia
de quebras do DNA, provocados por estresse oxidativo. Chen et al., (2014) avaliaram a
inducdo de estresse oxidativo do biocida DCOIT na espécie de peixe Oryzias melastigma,
observando que este composto, também fungicida e anti-incrustante, € capaz de provocar
esses efeitos em peixes. Nossos dados mostram a mesma situacdo para o clorotalonil,
usado atualmente como biocida anti-incrustante.

Em ambas as doses de clorotalonil foi observada mutagenicidade, sugerindo que
a substancia € clastogénica, ou seja, um composto capaz de causar quebras no material
genético. Agentes genotoxicos presentes no meio podem resultar em dano ao DNA, que
quando ndo reparados, podem levar aos mais diversos tipos de alteracdes nucleares como,
por exemplo, a formacdo de microniicleos e outras anomalias (Odagiri et al.,1997), fato

que foi observado através dos testes de mutagenicidade em ambas as doses de clorotalonil
utilizadas (0,35 e 3,5 ug/g).

5. Conclusao

O peixe estuarino da espécie M. furnieri se mostrou um bom organismo-teste,

sendo que os biomarcadores estudados demonstraram a sensibilidade da espécie para o
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biocida de terceira geracdo clorotalonil. Mesmo se tratando de um biocida de 3% geracdo,
introduzido apds a proibicao dos de segunda geracdo, € capaz de causar danos ao DNA e
provocar aumento na frequéncia de micronticleos e outras anomalias nucleares, podendo
ser caracterizado como um composto genotoxico e mutagénico para peixes, indicando ser

prejudicial para espécies ndo alvo.
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