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RESUMO
O uso do pesticida tem se tornado uma problemaética frequente no Brasil e no mundo pelo dano
que 0 mesmo causa a0 meio ambiente e a salde publica. Os pesticidas classificados como
organofosforados sdo considerados altamente tdxicos devido ao seu mecanismo de acdo, pois
inibem a enzima acetilcolinesterase, ocasionando o acimulo da acetilcolina nas fendas
sindpticas, que gera sintomas da sindrome colinérgica. Dentre os organofosforado, o clorpirifds
é um pesticida bastante usado no territorio nacional como uma alternativa ao combate a pragas
na agricultura. Assim, o presente estudo caracterizou as alteragdes comportamentais do peixe
Colossoma macropomum (tambaqui) em um Teste de Toxicidade Aguda (96 h) com o pesticida
clorpirifés e avaliou as manifestacGes ocorrentes dos sintomas da sindrome colinérgica
derivados do Sistema Nervoso central (SNC) e Sistema Nervoso Periférico (SNP). A
metodologia utilizada foi o Teste de Toxicidade Aguda para peixes, formulada pela
Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico (OCDE), o protocolo foi
adaptado para o modelo animal usado, o juvenil de tambaqui. Esses animais tém peso médio de
1,02+0,06g e foram distribuidos em grupos de n=15, formados por triplicatas de 5 individuos
por aquario, para cada concentracdo da faixa de letalidade estabelecida: 2,5; 10; 15; 25 e 45
Mg/L, e mais um controle (branco). Apos analise dos dados foi obtida uma taxa de mortalidade
de 16,25% e, a partir das alteracbes comportamentais observadas foi possivel estabelecer um
agrupamento, resultando em 10 (eventos ou score) de comportamentos manifestados pelos
animais durante o periodo do experimento. Os resultados foram obtidos em 48 horas, quando
0s animais apresentaram as alteracGes propostas, evidenciadas por estudos anteriores. Entao foi
realizada a associacdo comportamental aos sintomas comportamentais da sindrome colinérgica,

sendo possivel observar dois tipos de manifestacdes de alteraces neuroldgicas.

Palavras-Chave: Pesticida. Clorpirifos. Peixe. Sindrome. Colinérgica.



ABSTRACT

The use of pesticides has become a frequent problem in Brazil and in the world due to the
damage it causes to the environment and public health. Pesticides classified as
organophosphates are considered highly toxic due to their mechanism of action, as they inhibit
the enzyme acetylcholinesterase, causing the accumulation of acetylcholine in the synaptic
clefts, which generates symptoms of the cholinergic syndrome. Among the organophosphates,
chlorpyrifos is a pesticide widely used in the national territory as an alternative to combat pests
in agriculture. Thus, the present study characterized the behavioral alterations of the fish
Colossoma macropomum (tambaqui) in an Acute Toxicity Test (96 h) with the pesticide
chlorpyrifos and evaluated the manifestations of the symptoms of the cholinergic syndrome
derived from the Central Nervous System (CNS) and Peripheral Nervous System (PNS). The
methodology used was the Acute Toxicity Test for fish, formulated by the Organization for
Economic Cooperation and Development (OECD), the protocol was adapted for the animal
model used, juvenile tambaqui. These animals have an average weight of 1.02 + 0.06 g and
were distributed in groups of n= 15, formed by triplicates of 5 individuals per aquarium, for
each concentration of the established lethality range: 2.5; 10; 15; 25 and 45 pg/L, plus a control
(blank). After analyzing the data, a mortality rate of 16.25 % was obtained and, from the
observed behavioral changes, it was possible to establish a grouping, resulting in 10 (events or
score) of behaviors manifested by the animals during the period of the experiment. The results
were obtained in 48 hours, when the animals presented the proposed alterations, evidenced by
previous studies. Then, the behavioral association with the behavioral symptoms of the
cholinergic syndrome was performed, making it possible to observe two types of manifestations

of neurological alterations.

Keywords: Pesticide. Chlorpyrifos. Fish. Cholinergic. Syndrome.
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1. INTRODUCAO

Os agrotdxicos sdo produtos quimicos que passaram a ser amplamente utilizados em
1950 com a finalidade de aumentar a produtividade na agricultura. Em 1998 o Brasil se tornou
0 3° maior consumidor de agrotdxicos do mundo, e passou a liderar a lista desde 2009, tendo
como principais utilizadores desses produtos as lavouras temporarias, como, por exemplo, soja,
milho e cana-de-agUcar, ocupando uma area de 63 milhGes de hectares de area plantada no ano
de 2019 (IBGE/SIDRA, 2019a), seus estudos toxicoldgicos e ecotoxicologicos passaram a ser
exigidos desde 1970 pela sua alta taxa de consumo nacional, a partir dos quais foram

constatados os efeitos prejudiciais a saide humana e ambiental a exposicao dessas substancias.

Estudos de ecotoxicologia sao utilizados para a classificacdo da toxicidade ambiental de
pesticida, e esses podem associar 0 alcance de determinadas substancias quimicas nos
ambientes e a extensdo de seus efeitos sobre os organismos vivos (NASCIMENTO &
MELNYK 2016). Em relacéo a intoxicacdo ao ser humano ha quatro principais pesticidas: 0s
organoclorados, organofosforados, carbamatos e o paraquato, sendo responsaveis por milhares
de mortes todos os anos (SILVA, 2015).

Os organofosforados passaram a ser muito utilizados por se mostrarem extremamente
eficazes contra uma ampla variedade de pragas, principalmente os agricolas. Além disso,
constituem pesticidas mais praticos, pois degradam-se rapidamente no meio ambiente,
causando um impacto ambiental menos significativo (GUEVARA; PUEYO, 1995), porém, sdo
inseticidas agricolas altamente tdxicos devido ao seu mecanismo de acdo, pois inativam a
enzima acetilcolinesterase. Essa enzima € responsavel pela hidrolise da acetilcolina em colina
e acido acético nas sinapses colinérgicas e sua inibi¢do ocasiona a hiperestimulagéo colinérgica
nos organismos. Esse efeito pode ocorrer por rotas de sinalizacdo chamadas de nicotinicas, as
quais promovem efeitos no masculo esquelético e glandulas autbnomas, e por vias
muscarinicas, ocasionando efeitos nos musculos lisos e danos no Sistema Nervoso Central
(SNC).

O presente estudo focara no pesticida Clorpirifés® que se encontra dentro da categoria
de organofosforado. E uma classe de ingest&o por contato, ou seja, por via cutanea. Foi listado
pela Anvisa como 0 quinto agrotoxico, entre os proximos ingredientes ativos a serem
reavaliados pela Anvisa por apresentar risco a saide humana. De acordo com discussao
internacional o Clorpirifés® apresenta risco de neurotoxicidade para o desenvolvimento

(ANVISA 2021a) em estudo realizado em ratos. No entanto, em peixes, 0s relatos de convulsao
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frente ao clorpirifés ou outros organofosforados séo apenas citados como sinais de alteraces
observados, e ndo existem maiores detalhes (SANTOS 2019).

Os estudos utilizando peixes como modelos experimentais, tem se tornado bastante
frequente na area da pesquisa, por certas espécies apresentarem uma taxa de adaptagdo e
sensibilidade bastante significativas as mudancas ambientais. Evidéncias literarias apontam
diferencas significativas na tolerdncia entre espécies, e até mesmo entre individuos
coespecificos, para substancias isoladas ou multiplas (ZAGATTO e BERTOLETT]I, 2008).

Assim, apesar dos agrotoxicos estarem entre os principais instrumentos do atual modelo
de desenvolvimento da agricultura brasileira, devido os efeitos adversos que podem ocasionar
sua exposi¢do, ha uma crescente preocupacao com esses produtos na contaminagdo das aguas
superficiais e subterraneas (MARQUES, 2007). Dessa forma, este trabalho teve como objetivo
avaliar possiveis comportamentos que caracterizem manifestacdes nicotinicas, muscarinicas e
danos ao Sistema Nervoso Central, que pudessem possibilitar evidéncias que o pesticida
organofosforado clorpirifés® & um pesticida que pode gerar danos ao peixe Colossoma
macropomum (tambaqui), uma vez que este organismo é uma espécie de alta demanda no
consumo alimenticio da populacéo da regido amazonica e também de grande importancia para
a psicultura nacional, representado mais de 30% da producéo pesqueira brasileira (EMBRAPA,
2020).
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2. RFERENCIAL TEORICO
2.1. Pesticida

Os agrotdxicos, também designados como pesticidas, sdo substancias quimicas
utilizadas em amplo espectro para controle/inibi¢ao da acdo de insetos, fungos, ervas daninhas
e outros agentes que possam ser prejudiciais para a agricultura, devido a sua atividade sobre
organismos Vvivos (Baptista, 1999).

De acordo com a Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), os agrotdxicos sao
classificados para os organismos-alvo (i.e. herbicidas, para ervas-daninhas, fungicidas para
fungos, inseticidas para insetos, raticidas para ratos, dentre outros). Sua estrutura quimica é
inorganica (chumbo, cobre, cddmio, mercurio, entre outros), organica de sintese (carbamatos,
nitrogenados, clorados, fosforados, clorofosforados) e organica vegetal (piretrina, nicotina).
Ademais, adota-se a classificacdo desses compostos pelas faixas toxicologicas letais (extrema,
alta, moderada, e pouco toxica), e por periculosidade ambiental (extrema, alta, moderada, e
pouco perigosa) (BRASIL, 2016).

Nas ultimas decadas, o uso extensivo de agrotoxicos (para controle de pragas e
patogenos) vem sendo relacionado a deterioragdo do solo, que € uma das consequéncias mais
graves da agricultura tradicional. Antes da Revolugdo Industrial, as praticas agricolas eram
consideradas mais “amigas” do meio ambiente, pois o rendimento da colheita dependia
principalmente de recursos internos, incluindo reciclagem de matéria organica e rotacdo de
culturas, para manutencao dos nutrientes do solo e controle bioldgico de pragas. Esse tipo de
agricultura, mantinha o equilibrio natural entre agricultura e meio ambiente e, portanto, os

sintomas de degradacdo ambiental raramente eram evidenciados (SINGH et al., 2020).

No entanto, no inicio da década de 1950 os Estados Unidos, trouxe a utilizacdo em
massa de agrotoxicos na agricultura, com a chamada ‘Revolucdo Verde’, que teria o intuito de
modernizar a agricultura e aumentar sua produtividade. No Brasil, esse movimento chega na
década de 1960 (LOPES & ALBUQUERQUE, 2018) e 0 avanco de politicas de crédito agricola
implementadas na década de 70 impulsionaram a utilizacdo e producdo de agrotdxicos,
alterando o padrdo de consumo dessas substancias ao oferecer subsidios a sua aquisicao.
Embora a utilizacdo dos agrotoxicos tenha proporcionado o aumento da produtividade agricola,
possibilitando a producéo de alimentos a um custo menor, o uso indiscriminado desses produtos

pode trazer prejuizos a saude humana, animal e ao meio ambiente (DOMINGUES et al., 2004).
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Entre os pesticidas mais utilizados e causadores de intoxica¢des ocupacionais estdo 0s
organofosforados e o0s carbamatos, pertencentes a classe dos inibidores das enzimas
colinesterases (AChE). Esse efeito ocorre devido a fosforilacdo do sitio ativo dessas enzimas,
mecanismo descrito para os organofosforados; no caso dos carbamatos, o que ocorre é a

carbamilagdo, causando a inibic&o da atividade enzimética (Fukuto, 1990).

Organofosforados e carbamatos estdo entre as classes de inseticidas mais utilizadas em
todo mundo. Até 1987, juntos respondiam por mais de 71% do que era comercializado
(LINHARES, 2013). Esses pesticidas tiveram seu uso intensificado depois da proibigdo de
utilizacdo da maioria dos compostos organoclorados, 0s quais sao menos toxicos, porém com
maior bioacumulacdo no meio ambiente, entrando por isso na lista dos poluentes organicos
persistentes (POPs) (LINHARES, 2013).

2.2. Organofosforado — Clorpirifos®

Os organofosforados sdo um grupo de compostos quimicos derivados do &cido
fosforico. Assim, estes compostos podem ser tiois, amidas ou até mesmo ésteres de acidos
fosfonicos, fosfinicos ou tiofosféricos (Figura 1). Em relacdo a sua estrutura quimica, possuem
duas cadeias laterais organicas adicionais do grupo cianeto, tiocianato ou fenoxi, conhecidos

também como colinérgicos de acdo indireta ou anticolinesterasicos (Kumar et al., 2016).

Figura 1 - Formula estrutural quimica geral dos organofosforados. X= O, S ou Se; R1; R2=alquil, aril, SR’ou
OR’; L=halogénios, alquil, aril ou heterociclicos, incluindo o grupo fosforil (P=0), ou tiofosforil (P=S), e os
grupos lipofilicos (arilas ou aquilas) que sdo R1 e R2, e o grupo L de saida.

X

|
R,”

Fonte: Linhares, 2014.

Os organofosforados sdo inseticidas agricolas altamente toxicos que inativam a enzima
acetilcolinesterase (AChE) presente nas sinapses colinérgicas, responsavel pela hidrolise da
acetilcolina (ACh) em colina e &cido acético. Esta inativacdo irreversivel provoca a acumulacgéo

de acetilcolina nas sinapses muscarinicas e nicotinicas (SILVA et al, 2016). Desse modo,
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devido a ACh ser atuante nos sistemas nervoso central (SNC) e sistemas nervoso periférico
(SNP), essa superestimulacdo provoca uma série de sinais e sintomas que podem caracterizar a
intoxicagdo aguda como “sindrome ou crise colinérgica” (CAVALCANTI et al., 2016). Essa
superestimulacdo desencadeia varios sintomas como: broncorreia, desequilibrio, depressdo
respiratéria, alteracdes comportamentais, fasciculacdo cardiaca e musculoesquelética,
convulsdes e morte (LINHARES, 2014). Assim, eventuais desordens colinérgicas, decorrentes
da acdo dos organofosforados, podem afetar as terminacfes nervosas e sinapses que contém
transmiss@o nervosa pela ACh, bem como nas junc¢des neuromusculares de vertebrados, onde

estes atuam como neurotransmissores primarios (SILVA, 2015).

A ACh encontra-se distribuida por todo o sistema nervoso, e destacadamente, esta
presente no cérebro, nas juncGes neuromusculares, nos ganglios dos sistemas nervosos
simpatico e parassimpatico, além dos pos-ganglios das terminagdes nervosas parassimpaticas e
simpaticas, esta ultima inerva vasos sanguineos e glandulas sudoriparas. Ademais, também
existem nas terminagdes nervosas sensoriais e sinapticas ndo ganglionares supra-renal (COSTA
et al., 1988; LINHARES, 2014). Em termos de acdo de receptor molecular, a ACh ativa
receptores de duas classes: nicotinicos e muscarinicos. Como exemplo, 0s receptores
nicotinicos estdo presentes nos ganglios autdbnomos e musculoesqueléticos; enquanto, 0s
receptores muscarinicos estdo presentes na musculatura lisa do miocardio (regulando
frequéncia dos batimentos cardiacos), da motilidade gastrica, e de glandulas exdcrinas, entre
outros locais (GUEVARA e PUEYO, 1995; VENTURA et al., 2010).

Ja o Clorpirifos® é um composto organofosforado de amplo espectro, com acgéo
inseticida, formicida e acaricida. Assim como outros organofosforados, ele se liga e fosforila a
enzima AChE, tanto no SNC quanto no SNP, levando ao acimulo e ao aumento da estimulagédo
pela acetilcolina, com ocorréncia de sinais clinicos de toxicidade (ndusea, tontura, confuséo e,

em altas exposicdes, paralisia respiratoria e morte) (USEPA, 2011).

Nos estudos de toxicidade aguda com o Clorpirifos®, ele apresentou toxicidade alta,
moderada e baixa quando administrado pelas vias oral, cutdnea e inalatéria, respectivamente,
sendo classificado como “tdxico por ingestdo” e “nocivo em contato com a pele” pela agéncia
europeia (EFSA, 2019). Na Europa, a aprovacdo do Clorpirifés expirou em janeiro de 2020 e
ndo teve seu registro renovado, conforme disposto no Regulamento de Implementacdo da
Comissédo (UE) 2020/18, em razdo de preocupacdo com os aspectos toxicologicos (EC, 2019).

No Canad, a reavaliagdo do Clorpirifés foi encerrada em maio de 2021, ap6s a etapa de
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avaliacéo de risco ambiental ter sido concluida, resultando no cancelamento de quase todos 0s

usos agricolas, devido a riscos ambientais preocupantes (PMRA, 2021).

No Brasil, o clorpirifés® é considerado altamente toxico (classe toxicoldgica I) para a
salde animal e humana, e seu potencial de risco ambiental € muito perigoso (classe II)
(BRASIL, 2016). Atualmente ele ainda é classificado como um produto muito perigoso e toxico
ao meio ambiente (Classificacdo ambiental Il), e sua classificacdo toxicoldgica é de nivel IlI
(moderadamente toxico) (AGROFIT 2020)

No ano de 2004, a ANVISA proibiu a disponibilidade de produtos domissanitéarios a
base de clorpirifés®. Ndo obstante, 0 Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(MAPA) mantém sob recomendacGes seu uso, em atividades agricolas, como plantacGes de
soja, algoddo, batata, milho, entre outras. Este € um composto organofosforado bastante
empregado como alternativa de combate as pragas, nas agriculturas por todo o territdrio
nacional (BRASIL, 2016).

Atualmente, no Brasil, o Clorpirifés® foi colocado em reavaliagdo devido a
preocupacdo em relacdo aos seguintes aspectos toxicoldgicos: mutagenicidade e toxicidade
para o desenvolvimento, em especial a neurotoxicidade do desenvolvimento (DNT) (ANVISA,
2021a)

2.3. Peixe como modelo animal para estudos comportamentais de ecotoxicologia aquatica

Estudos de ecotoxicologia sao utilizados para a classificacdo da toxicidade ambiental de
pesticidas, esses estudos podem associar 0 alcance de determinadas substancias quimicas nos
ambientes e a extensdo de seus efeitos sobre os organismos vivos (Nascimento & Melnyk
2016). A Ecotoxicologia é definida como a ciéncia que estuda os efeitos das substancias
naturais ou sintéticas sobre organismos vivos, populacdes e comunidades, animais ou vegetais,
terrestres ou aquaticos, que constituem a biosfera, incluindo assim a interacdo das substancias
com 0 meio nos quais 0s organismos vivem num contexto integrado (Truhaut (1977);
MAGALHAES & FERRAO 2008).

Com o uso intensivo de pesticidas em areas agricolas, o resultado € a contaminacdo das
aguas superficiais e subterraneas dos corpos hidricos adjacentes, diminuindo assim a sobrevida
dos organismos ndo alvo que compdem as biotas dos ecossistemas aquaticos (SUNANDA et

al., 2016). Mesmo em concentracdes baixas, 0s agrotoxicos representam riscos para algumas
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espécies de organismos aquaticos que podem concentrar estes produtos até 1000 vezes,
transferindo os efeitos toxicos para outros organismos da cadeia alimentar (GRIZA et al, 2008).
Ao serem lancadas na natureza, esses compostos apolares podem percorrer varias rotas, até
alcangar os corpos d’agua (Figura 2), e seus residuos podem vir a alcancar o homem através da

ingestdo de alimentos e 4guas contaminadas (LINHARES, 2014).

Figura 2. Processos de contaminagdo aquatica por pesticidas lancados no meio ambiente.
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As caracteristicas fisico-quimicas dessas moléculas apolares, aliadas as condicfes
ambientais podem influenciar diretamente no carreamento destas através de diversos processos
como: lixiviacdo ou escoamento superficial do solo, e infiltracBes para os lencdis freaticos
(MARTINEZ e COLUS, 2002).

Portanto, a ecotoxicidade das substancias e os impactos que acontecem nos ambientes
aquaticos pode afetar os organismos ndo alvo e causar intoxicacdes ecoldgicas que podem se
manifestar nos diferentes niveis organizacionais de maior complexidade (FERREIRA, 2003).
Por esse motivo, com base na resolucdo N° 357 26 do CONAMA (Conselho Nacional do Meio
Ambiente), estes bioensaios sdo importantes como uma ferramenta para avaliar os riscos das

substancias isoladas ou misturadas, sobre o0s sistemas aquaticos (SANTOS, 2019).
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Uma das vertentes dos estudos em ecotoxicologia considerada importante € a etologia,
principalmente pela extrema sensibilidade de percepcdo fisiolgica que esses organismos
possuem frente a perturbacfes no ambiente (HELLOU, 2011). Entre os organismos mais
utilizados em pesquisas ecotoxicologicas, destacam-se: peixes, microalgas, microcrustaceos,
equinoides, poliquetas, oligoquetas e bactérias, representando 0s mais diversos ecossistemas e
niveis troficos (OLIVI & ESPINDOLA, 2008).

A utilizacdo de peixes em estudos de ecotoxicologia tem se mostrado vantajosa em
relacdo aos testes tradicionais com outros organismos (LEMOS et al. 2005). Em se tratando dos
peixes, é notoria a importancia de alteracdes sobre o comportamento padrdo dos organismos,
visto que, sdo as caracteristicas especificas (bioldgicas, quimicas e fisicas) que conduzem sua
adaptacéo as exposicdes ecoldgicas, e direcionam sua sobrevivéncia no habitat (AMORIM,
2014). Os peixes demonstram efeitos toxicoldgicos aos agentes toxicos em concentragoes
inferiores as utilizadas em mamiferos, permitindo a avaliagdo das substancias que séo
potencialmente teratogénicas, mutagénicas, aneugénicas e cancerigenas para os seres humanos
(LEMOS et al. 2007).

No Brasil, esses estudos de investigacfes comportamentais em peixes estdo presentes
nas literaturas, sendo reportados em testes com contaminantes isolados ou efluentes maltiplos
em testes ecotoxicologicos dos mais diversos fins (GOUVEIA JR et al., 2006). Esses estudos
se iniciaram com Dafnia magna (crustaceo) e Dario rerio (peixe) na década de 1980 por
agéncias ambientais no mundo todo, principalmente nos EUA e na Europa, os quais foram os
primeiros a desenvolver protocolos de testes de toxicidade utilizando organismos aquaticos
(SILVA, 2013). No entanto, a utilizacdo de animais na pesquisa tem sido razdo de diversas
discussdes bioéticas focadas no numero elevado de animais e no sofrimento causado a eles. O
programa dos 3 R — reducéo (reduction), refinamento (refinement) e substituicdo (replacement)
— objetiva diminuir o nimero de animais, minimizar sua dor, desconforto e proporcionar

alternativas para a substituicao dos testes in vivo (CAZARIM et al. 2015).

Segundo Rand e Petrocelli (1995) critérios de selecdo da espécie vém sendo adotados
para escolha do organismo teste, como: abundancia e disponibilidade; significativa
representacdo ecologica dentro das biocenoses; cosmopolitismo da espécie; conhecimento da
sua biologia, fisiologia e habitos alimentares; estabilidade genética e uniformidade de suas
populacdes; baixo indice de sazonalidade; sensibilidade constante e apurada; importancia
comercial; facilidade de cultivo em laboratério e, se possivel, a espécie deve ser nativa para

melhor representatividade dos ecossistemas.
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Existem varias formas de estudar o comportamento animal frente a toxicantes, e um
deles é por intermédio de observagdes e quantificacdes (scores) de indmeros pardmetros
(endpoints) a que se almeja avaliar, onde podem ser incluidas respostas como, medo/fuga,
agressividade, memoria, capacidades de locomocdo, reproducdo, alimentacdo, entre outras
nuances (AMORIM 2014). No entanto, os efeitos sobre a natacdo dos peixes sdo sempre
investigados, porque alteracfes nas respostas de atividade motoras podem indicar a situagéo
toxica a que o organismo estd submetido (LEVIN et al. 2004).

As evidéncias literarias informam sobre a toxicidade extrema que o pesticida
organofosforado clorpirifés® representa para organismos ndo alvo aquaticos, e apontam o uso
de peixes como uma ferramenta importante para estudos com este composto. A toxicidade deste
inseticida expbe os individuos a riscos como: alteracdes morfoldgicas, comportamentais,
oxidativas, bioguimicas, histopatoldgicas, hematoldgicas, além de alteracbes no
desenvolvimento, entre outros (SUNANDA et al., 2016).

Com base nas evidéncias neurotoxicas presentes na literatura, para os organofosforados
sobre o0s peixes, € possivel observar que a convulsdo € um dos sinais sisttmicos principais
associados aos efeitos graves destes agentes quimicos (SANTOS 2019). Segundo Linhares
(2014) a convulsdao é um dos efeitos globais causados pela hiperestimulacdo colinérgica,
gerados pela intoxicacdo aguda a nivel de sistema nervoso central e periférico, que ocasionam

crise ou sindrome colinérgica.

De acordo com Bem Hur Mussuline (2013), é importante caracterizar os efeitos de
alteracbes comportamentais vistas em modelos experimentais (assim como 0s peixes), para a
elucidacdo complementar sobre os efeitos de farmacos ou toxicantes com mecanismos de acao
reconhecidos. Porém, o uso de peixes ndo se limita a estudos comportamentais. Em uma revisdo
de Bolis e colaboradores (2001) encontram-se diversos usos de peixes como animais
experimentais: fisiologia cardiaca e respiratoria; cultura celular; ecotoxicologia;
endocrinologia; carcinogénese; gerontologia; neurofarmacologia e biologia molecular. A
necessidade e relevancia dos ensaios utilizando peixes nativos da Regido Amazdnica como
ferramentas de estudo, tem se tornado cada vez mais promissor, uma vez que esses organismaos
sdo potenciais bioindicadores de qualidade de agua, e também por sofrerem potenciais

alteracdes neurobioldgica frente a exposi¢do a contaminantes ambientais (SANTOS 2019).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar o comportamento de juvenis de Colossoma macropomum (tambaqui) expostos

ao pesticida Clorpirifos e os comportamentos ocasionados pela sindrome colinérgica.

3.2 Objetivo Especifico

e Avaliar alteragcbes comportamentais dos juvenis de tambaqui expostos em um tempo de
exposicao aguda ao pesticida clorpirifds;

e Caracterizar padrdes de alteragdes temporais no comportamento dos animais expostos
ao pesticida clorpirifos;

e Caracterizar alteragdes decorrentes das diferentes concentracbes dos animais ao

pesticida clorpirifos associados a sindrome colinergica.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Animais

O projeto foi autorizado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFOPA (CEUA-
UFOPA) com o nimero 0120210118.

Foram usados 240 espécimes de peixes juvenis da espécie Colossoma macropomum,
Cuvier 1818 comumente conhecido na regido amazénica como Tambaqui (Figura 3), com peso
médio de 1,02 £0,06g, e comprimento padrdo de 2,8+0,16cm, adquiridos de uma piscicultura
comercial, abastecida pela Estacdo de Piscicultura Santa Rosa, Santarém-Para, Brasil. Na
UFOPA (Unidade Tapajos), os espécimes foram acondicionados em caixas d’agua de 250L,
sob densidade de pelo menos 1g de massa corporal por litro de acordo com o protocolo da
Organizacdo para Cooperacdo e Desenvolvimento Econdémico (OCDE, 1992) em ambiente
aberto e sombreado, sob fotoperiodo natural claro/escuro de 12/12 horas, durante 20 dias
antecedentes aos testes. O modelo animal foi determinado por ser de facil adaptabilidade e
nativa da regido amazonica. Segundo a NBR 15088:04 (ABNT, 2004), as espécies elegiveis
necessitam possuir alguns pré-requisitos, tais como: (1) tamanho adequado aos experimentos
propostos, (2) baixo custo de manutencdo, (3) ubiquidade na regido, (4) facilidade de

reproducdo; e (5) tolerancia a uma faixa nao estreita de espectro de variacéo de fatores abioticos.

Figura 3. Exemplar de Juvenil de Colossoma macropomum (Cuvier 1818).
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4.2. Aclimatacao e manutencao

Os animais foram aclimatados em caixas d’agua de 250L e equipadas com filtro
mecanico/biolégico de espuma artesanal, suspensos, e acoplados a bombas submersas de
recirculacdo, e compressores de aeracdo, com saidas de ar conectadas a pedras porosas para
garantir oxigenacgdo constante no meio.

Inicialmente, para amenizar o estresse osmotico dos juvenis e fazer profilaxia
antiparasitaria, logo ap6s a chegada, os peixes foram expostos durante 14h a banho de sal
comum n&o iodado (2g/L), pesado e adicionado diretamente no meio, segundo o método de
Tavares-Dias (2015). A &gua usada na manutencdo diaria foi de origem subterrdnea (poco
artesiano), e teve seu pH de 4,2 a 4,5 corrigido com sal de Bicarbonato de Sédio (NaHCO3)
entre 6,8-7,5, considerando-se niveis toleraveis para a espécie e adequados para 0s bioensaios.
A temperatura da 4gua apresentou variaveis entre 26 e 30 °C, e 0s niveis de oxigénio dissolvido
> 6mg.L L.

Diariamente, os animais foram alimentados no periodo de manha e a tarde com racéo
comercial balanceada (32% de proteina bruta). Por conseguinte, eram feitas sifonagens
regularmente para retirada de dejetos e restos alimentares, seguidas de renovacao parcial (40%)
do volume de agua, esse processo permiti equilibrar a acidificacdo da agua, o que garante o
controle no acumulo de aménia nos tanques, além de manter um equilibrio biologico e
simbio6tico com os microrganismos presentes no meio e contribuir com bem-estar dos animais.
Tal método € necessario, pois, sdo esses microrganismos os elementos que nitrificam a amonia,
transformando-a em formas menos toxicas, o nitrito e o nitrato. E apds aclimatados, 0s

individuos saudaveis foram usados nos ensaios comportamentais.

4.3. Teste Toxicidade Aguda para avaliacdo da sensibilidade toxica do Colossoma

macropomum

Este estudo foi realizado previamente por SANTOS (2019) no Laboratério de Quimica
Aplicada a Toxicologia, Saneamento Ambiental e Recursos Hidricos da UFOPA (Unidade
Tapajos) sendo requerente de trabalho de Dissertacdo do Programa de PoOs-graduacdo em
Biociéncias (PPG) da UFOPA. Sendo adotadas e adaptadas as orientagdes do Guia N° 203 para
Testes de Toxicidade Aguda em Peixes da OCDE (1992) e da norma da ABNT 15088:04
(2004). Este estudo esta inserido no projeto “Determinagdo para peixes amazonicos da

ecotoxicidade e risco de pesticidas utilizados em lavouras de soja”.
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A sensibilidade dos juvenis de tambaqui foi testada previamente com a
substancia de referéncia dicromato de potéssio, para posterior aplicacdo dos testes de toxicidade
aguda com o pesticida clorpirifés®. Em ambos os casos foram estimadas as concentracoes
médias letais para 50% (CL50) dos individuos amostrais. O teste foi realizado em um circuito
com dezesseis (16) aquérios de vidro transparente, de capacidade para 17L, sendo utilizados
apenas 16L por unidade. Foram monitorados os parametros [pH, oxigénio dissolvido (mg/L),
temperatura (°C), condutividade elétrica (us/cm), dureza total (mg de CaCO3/L), amdnia total
(mg/L), e alcalinidade (mg de CaCO3/L)] em cada unidade no decorrer do teste, nos intervalos
de: 0, 2, 4, 6, 8, 12, 24, 48, 72 e 96 horas de teste. Todos 0s experimentos ocorreram em 96
horas, sob sistema estatico, sem renovacdo de &gua e sifonagem. E os animais tiveram
alimentacdo suspensa 24 horas antes do inicio dos testes. Os peixes tiveram mortalidade
inspecionada nos respectivos intervalos de: 0, 2, 4, 6, 8, 12, 24, 48, 72 e 96 horas de teste
(SANTOS, 2019).

Nos testes com Dicromato de potassio foram feitos trés ensaios preliminares, com uma
replicata (n=5) para cada concentragdo mais o branco, sendo estimada a faixa de letalidade entre
50 mg/L e 215 mg/L da substéncia de referéncia dicromato de potassio, utilizando-se 90
individuos nesta etapa. No teste definitivo, os individuos foram distribuidos em triplicatas
(n=15) por concentracdo e um branco sem o toxico, perfazendo 80 individuos. A concentragédo
média letal (50%) em 96 horas foi estabelecida no intervalo entre a menor contracéo letal e a
maior concentracdo ndo letal (SANTOS, 2019). Os grupos receberam as seguintes
concentragdes nominais do dicromato de potassio (DP): Branco (B): 0 mg/L; Grupo Dicromato
de Potassio 1 (GDP1): 50 mg/L; Grupo Dicromato de Potassio 2 (GDP2): 100 mg/L; Grupo
Dicromato de Potéssio 3 (GDP3): 125 mg/L; Grupo Dicromato de Potassio 4 (GDP4): 150
mg/L; Grupo Dicromato de Potassio 5 (GDP5): 215 mg/L (SANTOS, 2019).

Nos testes de sensibilidade aguda realizados com Clorpirifos foram feitos trés ensaios
preliminares com uma replicata (n=5) para cada concentracdo mais o branco, sendo estimada a
faixa de letalidade entre 2,5 e 45ug/L do clorpirifos®, utilizando-se 150 individuos nesta etapa.
A concentracdo média letal (50%) em 96 horas foi estabelecida no intervalo entre a menor
contracdo letal e a maior concentracdo ndo letal. No teste definitivo, os individuos foram
distribuidos em triplicatas (n=15) por concentra¢do e um branco sem o tdxico, perfazendo 80
individuos. Os grupos receberam as seguintes concentracdes nominais do clorpirifés® (CPF):
Branco (GC): 0 pg/L; Grupo Clorpirifés 1 (GCP1): 2,5 pg/L; Grupo Clorpirifos 2 (GCP2): 10
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43 ug/L; Grupo Clorpirifés 3 (GCP3): 15 pg/L; Grupo Clorpirifos 4 (GCP4): 25ug/L; Grupo
Clorpirifés 5 (GCP5): 45 pg/L (SANTQOS, 2019).

Foram entdo obtidos os seguintes resultados a partir do teste de sensibilidade com
Dicromato de potassio, a CLso-o6n foi de 109, 26 mg/L (Figura 1) e o Clorpirifés a CLso-g6h
ocorreu em 16,42 pg/L para juvenis de tambaqui. Os dados foram aceitos quando ndo houve

mortalidades ocorridas em 10 % de mortes no branco (aquario controle).

4.4. Teste comportamental de Clorpirifés com juvenis de tambaqui

Para este estudo foram utilizadas as orientagdes do Guia N° 203 para Testes de
Toxicidade Aguda em Peixes da OCDE (1992) e da norma da ABNT 15088:04 (2004), esses
protocolos foram adaptados para 0 modelo animal (tambaqui) usados durante os experimentos,
sob aprovacao de n° 06004/2016. pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFOPA.

O teste foi realizado utilizado um circuito com dezesseis (16) aquarios de vidro
transparente de capacidade para 17L, sendo usado apenas 16L por aquario. Os experimentos
ocorreram todos em 96 horas, em um sistema estatico, sem renovacao de agua e sifonagem, as
24 horas que antecederam 0s experimentos 0s animais tiveram sua alimentagéo suspendida. Os
parametros monitorados foram o pH, oxigénio dissolvido (mg/L), temperatura (°C),
condutividade elétrica (us/cm), dureza total (mg de CaCO3/L), ambnia total (mg/L), e
alcalinidade (mg de CaCO3/L) em cada unidade no decorrer do teste, nos intervalos de: 0, 2, 4,
6, 8,12, 24, 48, 72 e 96 horas de teste. Foram feitos trés ensaios preliminares com uma replicata
com cinco individuos (n=5) para cada concentracdo mais o branco (controle), sendo utilizada

as mesmas concentracdes propostas por Santos (2019).

Nos testes definitivos os individuos foram distribuidos em triplicatas (n=15) por
concentracdo e um controle (branco) sem o toxico, totalizando 240 individuos (n= 240), em trés
(3) rodadas de testes. As concentracbes nominais utilizadas foram as seguintes: Branco
Controle (BCC): 0 pg/L; Grupo Clorpirifés 1 (GCP1): 2,5 pg/L; Grupo Clorpirifés 2 (GCP2):
10 43 pg/L; Grupo Clorpirifos 3 (GCP3): 15 pg/L; Grupo Clorpirifés 4 (GCP4): 25ug/L; Grupo
Clorpirifés 5 (GCP5): 45 ug/L.

Durante os testes preliminares foram observados os comportamentos analisados no
etograma elaborado de Santos (2019) (figura), ou seja, as descricbes de comportamentos
observados nos juvenis de tambaqui expostos em aquario ausentes de tdxico (ambiente

controlado), tais andlises foram posteriormente utilizadas para comparagdo de sinais
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comportamentais da intoxicacdo com o Clorpirifés. Os efeitos indicando possiveis alteracdes
no comportamento dos juvenis expostos ao Clorpirifés foram anotados e feitos registros com
videos de 2 minutos. S8o estes: aumento ou diminuicdo da respiracdo opercular, perda de
equilibrio, excitabilidade, aumento ou diminuicdo de excretas, mudanca de coloracao, liberacdo

de muco, convulsdo, espasmos, letargia, natacdo erratica, entre outros.

Os aspectos de analises comportamentais do animal modelo decorreram no modo de
pesquisa descritiva/exploratéria, incluindo abordagem qualitativa e quantitativa. O método
descritivo viabiliza descrever as caracteristicas de uma determinada populagdo ou amostra
permitindo a coleta de dados através do uso de recursos e técnicas padronizadas, bem como
instrumentos pré-elaborados (tabelas, questionarios, entre outros), tomando forma de
levantamento no geral, enquanto, que, a metodologia exploratoria busca explicitar ou gerar

hipdteses, a partir de pesquisas literarias, e ainda estudos de caso (GIL, 2009).

A coleta de dados experimentais esta embasada em tabelas elaboradas com variaveis
comportamentais que foram observadas durante no periodo preliminar de testes, tais como:
comportamentos padrdes da especie em aquarios com a auséncia de toxicos e alteracdes
comportamentais com a presenca de toxicos. Além das observacfes prévias com as variaveis
especificadas foram usados animais controles (branco) para comparagdes durante os periodos

de ensaios.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente foram observados os estados de comportamento padrdo do juvenil de
tambaqui de acordo com sua posi¢do no aquario em um ambiente sem toxicante, para posterior
comparacgédo (Tabela 1). Os dados estabelecidos foram analisados, considerando a frequéncias
comportamentais exercida pelos individuos, ou seja, 0 nimero de repeticdes compartilhado pela

maioria dos individuos do grupo.

Tabela 1 - Descri¢do comportamental da posicao do juvenil de tambaqui em ambiente controlado sem toxicante.

Zona Inferior (ZIF): No contato inicial com o ambiente, os juvenis, exploram esta zona demonstrando
excitacdo de nado, e por conseguinte, costumam permanecer aglomerados com nado estacionario, em situagdes,
de repouso, e de forrageio. Normalmente, quando estes sofrem perturbagdes aparentam aumento de motilidade,
e de maneira precipitada, migram para as outras zonas.

Zona Intermediaria (ZIT): Nesta zona da coluna d’4gua os animais costumam transitar ou permanecer em
situacGes de nado em repouso (estacionario), e geralmente, ndo apresentam aglomeracdes. Depois da zona
inferior, este € 0 ponto mais frequentado pelos animais em estado estacionario. Além disso, é normalmente nesta
regido da coluna d’agua que ocorrem a maioria das interagdes agonistas observadas (perseguigdo, luta, fuga).

Zona Superior (ZSP): No primeiro contato com o ambiente, esta zona é bastante explorada, mas,
subsequentemente, torna-se, a menos frequentada na coluna d’agua. Por outro lado, em situa¢des de estresse
respiratorio, estes animais costumam migrar preferencialmente para esta zona, e podem permanecer por
periodos prolongados.

Fonte: SANTOS 2019

Durante os ensaios experimentais com o pesticida, foram observadas e anotadas as
alteracdes comportamentais de cada concentracdo e de todas as 17 unidades experimentais, 0
controle foi utilizado como modelo comparativo do toxicante. A tabela 2 compde as descri¢des

comportamentais e 0s estagios observados nos animais expostos.

Tabela 2 - Descrigdo dos estagios comportamentais do juvenil de tambaqui frente & exposi¢do ao pesticida
clorpirifés® durante o Teste de Toxicidade Aguda (96 horas).

0. Animal sem efeitos tdxicos, apresentando comportamentos normais ao seu padrdo comportamental basal.

1. A priori, 0 animal pode apresentar, alteragio na respiracio oro-branquial (acelerada, com movimentos
operculares acelerados), e ainda, ocorrer aumento de sua motilidade para as zonas intermediaria e superior,
aparentando nado continuo com movimentos rapidos e abruptos do corpo e das nadadeiras;

2. O animal passa a apresentar nado estacionario com oscilagao (agitacéo - “sacudidelas”) caudal e déficit de
motilidade na coluna d’agua, migrando temporariamente para a zona superior, permanecendo nesta zona
por mais tempo. A partir desta etapa pode ser observada alteracdo na coloracéo da superficie corporal, com
a presenca de escurecimento;

3. O animal pode apresentar perda de equilibrio e respiracdo oro-branquial acelerada e, pode ser observada a
protrusdo labial. Além disso, podem ser percebidos giros e rodopios na superficie e/ou episédios
oscilatérios (saltos) de alta excitabilidade, caracterizando-se como respostas de estresse respiratorio.
Existem casos de convulsdo a partir desta fase;

4. O animal pode apresentar nado erratico persistente e respiragao oro-branquial levemente acelerada. Pode
ocorrer a perda subita do padrdo natatério, caracterizado pelos desacertos deste no seu deslocamento pela
coluna d’agua, com movimentos desorientados de nado. A partir desta fase pode haver ou ndo evidéncia de
rubor por todo corpo, com mais intensidade na regido opercular e abaixo da nadadeira dorsal,
caracterizando-se como resposta inflamatéria e/ou hemorragia muscular;
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5. O animal, pode demonstrar perda de equilibrio e episddios curtos de paralisia (da musculatura axial), com
poucos movimentos de suas nadadeiras pélvicas, peitorais mais respiracdo oro-branquial lenta, além de,
periodos espasmddicos ou convulsdes esporadicas (semelhante a fase clonica de uma crise convulsiva) com
contorgdes corporais e deslocamentos pequenos de curta duracéo;

6. O animal, apresenta rigidez do musculo — esquelético axial, podendo resultar em uma anormalidade
corporal. Com isso, este demonstra respiragdo oro-branquial oscilante (i.e. ao reduzir seus movimentos
natatorios os batimentos oro-branquiais ficam acelerados, e ndo obstante, seus batimentos respiratorios
ficam imperceptiveis); reduzidos movimentos de suas nadadeiras pélvicas e peitorais;

7. E possivel observar episodios prolongados de letargia e/ou paralisia do animal, onde, este fica em estado
inerte ¢ paira na coluna d’agua, ficando condicionado a ser deslocado pelo fluxo do ambiente (aeragdo
artificial), e por vezes, nota-se, 0 tombamento no fundo do aquario e manter-se nesta posi¢ao por periodos
curtos ou prolongados, demonstrando batimento opercular muito acelerado;

8. O animal pode evidenciar estagios letargicos persistentes (paralisia corporal e manutengédo dos movimentos
operculares com uma frequéncia reduzida, e eventuais movimentos das nadadeiras peitorais) e aparenta alta
hipersensibilidade a estimulos externos, pois, quando sofre perturbacGes alheias nada rapidamente em
circulos;

9. 0O animal pode apresentar uma crise convulsiva mais prolongada, onde, este aparenta paralisia seguido de
contorcGes no corpo (semelhante a fase tonica da de uma crise convulsiva), podendo apresentar rodopios
irregulares com nado rapido em circulos, e ainda pode ocorrer, simultaneamente, episddios espasmadicos
e/ou tremores intensos, seguido de um deslocamento veloz, em um percurso sem orientagdo de nado
(semelhante a fase clénica de uma crise convulsiva). Além disso, essas alteraces podem vir seguidas,
posteriormente, por uma letargia, onde as nadadeiras peitorais e o opérculo ficam estendidos
involuntariamente para a posicdo mais anterior possivel;

10. O animal cessa 0s movimentos das nadadeiras peitorais mais 0s vestigios de respiracdo oro-branquial, e
sua homeostase € encerrada, provocando sua morte.

Fonte: SANTOS, 2019

Os parametros comportamentais observados permitiram estabelecer a relacdo entre
concentragdo-resposta através de critérios como ocorréncias de gquantitativo de animais nas
horas em que foram verificados. Com os dados adquiridos foram analisadas principalmente as
concentragdes de 15 pg/L, 25 pg/L e 45 pg/L no intervalo de 48 horas (Grafico 1). De acordo
com Eaton et al., (2008), na intoxicacdo aguda, o clorpirifés® possui acao toxicoldgica aguda
de 48 horas, ap6s a exposicao inicial do organismo, podendo o individuo sofrer a acéo toxica,
se desintoxicar (detoxificacdo), ou o composto volatilizar por este periodo e assim atenuar seus

efeitos no ambiente.

Levando em consideracdo que neste intervalo de tempo foi possivel observar a
mortalidade na populacdo de juvenis, se objeta que a substancia volatilizou no intervalo de 48
horas, razdo pela qual os animais passaram a apresentando sintomas de estresse e colinérgicos
com dois tipos de manifestacdes da sindrome colinérgica: a primeira, envolvendo o sistema
nervoso autdbnomo, com sintomas Nicotinicos, caracterizados por estimulacdo excessiva da

musculatura esquelética, e a Gltima manifestacdo sendo a nivel de SNC.

De acordo com Marques e Caixeta (2016), os agrotoxicos organofosforados possuem,

como principal mecanismo de acdo a inibicdo da enzima acetilcolinesterase, fazendo com que
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acetilcolina ndo sofra lise e consequentemente acumule na fenda sinéptica, ocasionando a
sindrome colinérgica, sendo também um mecanismo de acdo ocorrente no clorpirifés. As
concentragdes de 2,5ug/L e 10ug/L estavam abaixo da CL50 e ndo apresentaram alteracdes
comportamentais significativas ao objetivo do estudo.

Graéfico 1. Projecdo das manifestagbes comportamentais no tempo zero.
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Fonte: Autoral, 2023

Nas primeiras seis (6) horas ndo ocorreram mortes, periodo no qual foram observadas
alteracbes comportamentais, 0s quais comegaram a ser registrados logo apos os primeiros 15
minutos da exposi¢do ao toxicante aos animais, com, por exemplo: leves mudancas em seu
comportamento padréo, principalmente relacionadas a mudancas de zona de natacédo
(intermédio e superior) e respiracdo oro-branquial.

Os estudos relatam semelhancas de comportamentos apresentados em testes de
toxicidade com peixes, como a pesquisa realizada por Adeyemo et al., (2004), onde os autores
relataram os disturbios em juvenis de Clarias gariepinus (bagre-africano), como: batimento
opercular acelerado, movimentos irregulares e erraticos, nado continuo, perda de equilibrio,
respiracdo na superficie, além de producdo excessiva de muco, hemorragia aparente na regido
opercular, e convulsdo tonica antes da morte.

De acordo com Halappa e David (2009), o clorpirifés® (20% EC) causou alteragdes
comportamentais como: nado erratico, hiper excitabilidade, perda de equilibrio total,

afundamento, e alteragdo morfologica na flexdo caudal, em juvenis de Cyprinus carpio (carpa-
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comum). Moura (2009), reportou alteragdes sobre o comportamento de juvenis de tambaqui
como: natacdo erratica, nado e respiracdo na superficie, mudanca na coloracdo, letargia, e
formacéo de muco, em exposi¢cdo ao herbicida glifosato. Santos (2019) relatou que apesar do
tambaqui ser uma espécie de peixe amaz6nica muito estudada, ainda possui poucos relatos
literarios acerca de seus comportamentos na natureza.

Logo apos o inicio do experimento, 0s animais passaram a presentar sintomas de estresse
caracterizados por: evento um (1) — alteracdo na respiragdo oro-branquial, aumento de sua
motilidade para as zonas intermediaria e superior, aparentando nado continuo com movimentos
rapidos e abruptos do corpo e das nadadeiras; evento dois (2) — nado estacionario com agitacao
caudal e déficit de motilidade na coluna d’agua, migrando temporariamente para a zona superior
e permanecendo nesta zona por mais tempo, 0s animais apresentaram também mudancas de
coloracdo na superficie corporal (escurecimento); evento trés (3) — perda de equilibrio e
respiracdo oro-branquial acelerada e, pode ser observada a protrusdo labial. Também se
observou giros e rodopios na superficie e/ou episodios oscilatérios de alta excitabilidade,
caracterizando-se como respostas de estresse respiratorio e existem casos de convulséo a partir
desta fase. As manifestacfes da sindrome colinérgica, passam a ser observados nos eventos
posteriores as manifestacdes de estresse, sendo, portanto, essas manifestacdes incluidas nos
eventos quatro (4), cinco (5), seis (6), sete (7), oito (8) e nove (9). De acordo com no evento
oito (8) nenhum animal apresentou as alteracfes previstas neste evento, uma razéo justificada

para esta situacdo, seria, o tempo insuficiente para apresentar tais comportamentos.

Ao longo das 6 horas apds o inicio dos ensaios ocorreram alteracdes que podem ser
associados aos sintomas de acdo nicotinicas, ou seja, hiperestimulacdo do musculo esquelético
e glandulas autbnomas, apresentando fraqueza muscular, fasciculacfes (espasmos) e tremores,
além de alteracdes no SNC apresentando paralisia e convulsées que ocorrem principalmente
devido a hiperestimulacdo ocasionada pela dessensibilizacdo de receptores colinérgicos
ocasionando espasmos, aceleracdo da frequéncia cardiaca, observada na aceleracdo do
batimento opercular, paralisia e outros comportamentos caracterizados nos eventos 4, 5 e 6, 0s
animais também apresentaram em menor frequéncia comportamentos ocasionados por
alteracdes ao SNC, como letargia ou paralisia do animal, batimento opercular acelerado,
hipersensibilidade a estimulos externos e convulsdes, observados nos eventos 7, 8 e 9 (Grafico
2).
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Gréfico 2. Manifestagcdes comportamentais da exposicao ao Clorpirifos® em juvenis de tambaqui em teste de
toxicidade (96 horas) nas seis (6) horas apés o inicio dos experimentos nas concentragdes de 15 ug/L, 25 pg/L e
45 pg/L.
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Fonte: Autoral, 2023

A concentracdo de 45ug/L apresentou efeitos como: batimento opercular acelerado,
perda de equilibrio natatorio, rigidez muscular e convulsdo tonica, principalmente observado
no evento 9, sendo que apenas 5% da populacdo apresento esses comportamentos. As demais
concentragdes, incluido a de 2,5ug/L e 10ug/L (em menor frequéncia), manifestaram alteracdes
que nao foram percebidos na concentracdo de 45ug/L, como: nado na zona superior, respiracdo
na superficie, nado erratico, rigidez muscular, paralisia, espasmos e convulsdo clénica, sendo
comportamentos caracterizados nos eventos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, porém apenas 0s eventos 4, 5,
6, 7, 8 possuem relevancia para esse estudo, pois, apresentaram as manifestaces da sindrome

colinérgica.

Antes da ocorréncia da primeira morte, ou seja, nas primeiras seis horas, 10% da
populacdo apresentou comportamentos como nado erratico, leve aceleracdo do batimento oro-
branquial e perda subita do padréo natatério (evento 4); 9% dos animais demostraram perda de
equilibrio, curtos episadios de paralisia e convulsdes esporadicas, signos nicotinicos(evento 5);
6% apresentou rigidez muscular (evento 6), 6% apresentou episodios de paralisia prolongada
com batimento opercular acelerado (evento 7) e 5% doa animais apresentaram paralisia

persistente e hipersensilidade a estimulos externos (evento 8) (Grafico 3).
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Gréfico 3. Projecdo da frequéncia das manifestagcfes comportamentais nos juvenis de tambaqui em concentragoes
de 15 pg/L, 25 pg/L e 45 pg/L.
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Fonte: Autoral, 2023

Depois da primeira morte, a populacdo experimental teve a mortalidade em 16,25% no
intervalo de 6 a 48 horas. O evento 5 apresentou o maior pico de manifestacdes
comportamentais no intervalo de 8, 24 e 48 horas, no qual os individuos apresentaram com
maior frequéncia curtos episddios de paralisia, convulsdes esporadicas e perda de equilibro que
sdo comportamentos associados a alteraces neuroldgicas, ou seja, dano ao SNC e SNP. E o
evento 6 apresentou o maior pico em 12 horas, no qual os animais manifestaram rigidez no
musculo, respiracdo opercular oscilante e reducdo de movimentos das nadadeiras peitorais e
pélvicas. O evento 9 que caracteriza 0s comportamentos mais prolongados de danos no sistema
nervoso central apesar de ndo ocorrer em uma frequéncia maior € o mais preocupante, pois

podem progredir para danos permanentes (Grafico 4).
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Gréfico 4. Comportamentos observados apds o marco da primeira morte, nos tempos de 8, 12, 24 e 48 horas em
concentragdes de 15 pg/L, 25 pg/L e 45 pg/L nos ventos 4, 5, 6, 7, 8, 9.
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Fonte: Autoral, 2023

Neste estudo os bioensaios de toxicidade aguda e evidéncias da literatura foram
importantes métodos para analises de alteracbes comportamentais do C. macropomum,
causadas pelo Clorpirifés®, onde foi possivel evidenciar as manifestacbes da sindrome
colinérgica utilizando esse modelo experimental. E importante ressaltar que esses efeitos
podem ser irreversiveis, como mencionado no estudo realizado por Vasquez e Raposo (2021),
no qual foi demonstrado que exposicdo em baixas doses de organofosforado pode produzir

alteracdes no neurodesenvolvimento de criancas.

Para determinar se os padrbes de qualidade da agua se mostraram adequadas para
aplicacdo dos testes, foram realizadas medicdes de alguns parametros fisico-quimicos da agua
de diluicdo dos testes em todas as etapas (tabela 3). O monitoramento das caracteristicas fisico-
quimicas do meio de diluicdo em testes de toxicidade se faz necessario, pois ameniza

interpretacdes equivocadas pelas respostas dos organismos (BERTOLETTI, 2009).
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Tabela 3. Média dos valores dos pardmetros fisico-quimicos da agua durante o ensaio de
Comportamento Ecotoxicoldgico (Teste de Toxicidade Aguda) com o pesticida clorpirifés® no tempo
de (96h)

Parametros Clorpirifos®

Meédia + Desvio Padrao

Temperatura (°C) 24,6 £0,47
pH 7,6 +0,01
Condutividade Elétrica (us/cm) 467,63 £2,27
Oxigénio Dissolvido (mg/L) 6,60 £ 0,05
Dureza Total (mg de CaCQs/L) 15+ 3,36
Alcalinidade Total (mg de CaCOs/L) 18 + 3,84
Amonia Total (mg/L) 0,09 + 0,06

Fonte: Autoral, 2023

6. CONSIDERACOES FINAIS

O pesticida organofosforado clorpirifos® causou toxicidade severa para juvenis de
tambaqui, alterando padrdes comportamentais, a partir dos quais foi possivel associar a
sindrome colinérgica. As alteracdes descritas sugerem os efeitos nocivos do clorpirifés® ao
meio ambiente e aos organismos aquaticos, 0s quais podem reter essa substancia por meio da
bioacumulacdo, bioconcentracdo e magnificacdo, provocando assim efeitos de alteracdes
comportamentais, neurologicos e reprodutivos nesses organismos, representando uma ameaca
para a sobrevida de animais e da populacdo que possa vir a ingerir peixes contaminados. Além
disso, destacamos que este estudo serviu como validacdo do uso de juvenis de tambaqui
(Colossoma macropomum) como modelo para testes comportamentais de exposicdo aguda a

produtos quimicos.

Dessa forma, o presente estudo aponta para a importancia de maiores investigacfes
ecotoxicologicas para pesticidas sobre ictiofaunas da Amazénia, ja que a regido esta sendo
bastante explorada por ser uma nova fronteira agricola, isso também gera danos mais
prolongados, pois ndo ha um controle da compra e venda desses agrotdxicos, entdo, ndo se sabe

0s danos que podem vir a acarretar ao meio ambiente e a salde humana a longo prazo.
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