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Resumo do plano de trabalho:

O objetivo deste plano de trabalho é avaliar o perfil de alteracbes mutagénicas em peixes de
pequeno porte nativos de igarapés de terra firme na regido do planalto santareno, na regido oeste
paraense. A area de estudo abrange o entorno de areas de cultivo da soja nos municipios de
Santarém, Belterra e Mojui dos Campos, expostas ambientalmente a residuos de agrotéxicos. Os
danos mutagénicos em peixes serao avaliados, por meio do Ensaio cometa em eritrécitos. Os dados
mutagénicos obtidos serdo correlacionados com varidveis ambientais de qualidade da agua e
contaminagao de sedimentos.

Introducao/Justificativa:

O crescente uso de defensivos agricolas tem sido essencial ao sustento da cadeia produtiva da
soja (Carneiro et al., 2015). Sendo o Brasil o maior produtor e exportador de soja no mundo
(Embrapa, 2023), a expansao dos territorios utilizados para o plantio dessa commodity tem sido
cada vez mais intensa ao longo da ultima década. Com a expansao da cultura da soja na regidao do
oeste do Pard, extensas areas de florestas nativas foram transformadas em vastos campos de cultivo.

A presenca dos cultivos mais proximos as cidades e as comunidades alerta para os possiveis
efeitos que os pesticidas utilizados podem causar a saiide humana e ao meio ambiente. Esses
compostos sdo usados para afastar pragas e doencas das plantacées, bem como aumentar a
produtividade da cultura. No entanto, sabe-se que geram poluicdao ambiental, como danos aos solos
e aos corpos d’agua, e demais organismos presentes no ambiente, levando a perda da
biodiversidade, podendo também afetar a satide humana (Abubakar et al., 2020).

Com a exposicao aos compostos dos agrotoxicos por um longo periodo e em baixas
concentracoes, presentes no ambiente, como na exposicao indireta, o organismo pode desenvolver a
intoxicagdo cronica (Neves et al., 2020). Dessa forma, os moradores de areas proximas a fronteira
agricola estdo suscetiveis a sofrer os impactos de tal exposicdo, visto que sdo utilizados pesticidas
nas plantagcdes e os residuos sdao dispersados no meio ambiente, especialmente pela deriva do ar
(Schleiffer; Speiser, 2022).

O uso de organismos aquaticos como bioindicadores para avaliacdio de contaminacdo
ambiental tem sido aplicado com frequéncia, utilizando-se principalmente o teste de micronucleos
(Schmid 1975; Bolognesi e Hayashi, 2011). O teste de microndcleo (MN) foi adaptado para peixes
por Hooftman e Raat (1982), possui vantagens por sua simplicidade sendo uma das técnicas mais
aplicaveis para identificar alteracdes genomicas. Entretanto, para avaliagdo de genotoxicidade
envolvendo danos ao DNA o Ensaio Cometa tem sido a técnica mais empregada, por ser um método
rapido, com baixo custo e confidvel (Brianezi et al., 2009).



O Ensaio Cometa (EC), ou Técnica de Eletroforese em Celular em micro gel, do inglés Single
Cell Gel Electrophoresis (SCGE), é um teste que tem a capacidade detectar danos e reparos de
DNA em diferentes tipos celulares. O processo do EC inicia-se pela lise de membranas celulares e
extracdo das proteinas nucleares, seguida pela inducdo da migracao eletroforética do DNA liberado
em matriz de agarose (gel). Quando vista ao microscopio, a célula lesionada e migrada, adquire a
forma semelhante de um cometa, com cabeca, a regido nuclear, e cauda, que contém fragmentos ou
fitas de DNA que migraram para fora do nticleo,em direcdo do polo anodo. As células que nao
tiverem danos em seu DNA, migrardo em conjunto, formando um circulo (Brianezi et al., 2009). O
teste realizado em pH alcalino, possui uma maior sensibilidade para deteccdo no material genético,
tornando visiveis as quebras de fita simples, duplas e os sitios alcali-labeis, onde a quantidade de
DNA seré evidenciada por um rastro ou cauda, onde este indica a quantidade de DNA danificado
(Singh et al., 1988).

O presente plano de trabalho visa contribuir com o Objetivo de Desenvolvimento Sustentavel
(ODS) 3, Saude e Bem-estar, previsto pela Agenda 2030 da Organizacdo das NacOes Unidas
(ONU). A partir dos conhecimentos desenvolvidos nesta pesquisa, poderao ser esclarecidas questoes
sobre os impactos da poluicdo hidrica sobre a biodiversidade e do risco da exposicao humana aos
agrotoxicos e seus efeitos adversos ao DNA de individuos na regido Oeste do Para. Além disso,
busca-se embasar futuras alternativas para as tomadas de decisdo politicas e socioambientais, as
quais incluam a satide ambiental e humana de forma integrativa no escopo da abordagem “one-
health”, para, assim, garantir o uso sustentavel dos componentes abioticos presentes no territorio
amazonico e, consequentemente, a qualidade de vida.

Potencialmente, este estudo também contribui para descrever e avaliar novos dados, em um
cenario de escassez destes tipos de pesquisa na regido amazonica, contribuindo aos estudos da area
de potencial exposicdo aos agrotoxicos através da genotoxicidade pelo biomarcador de ensaio
cometa.

Objetivos:

1. GERAL: Avaliar o perfil de genotoxicidade em peixes e qualidade ambiental em corpos
d’agua de igarapés no entorno de areas de cultivo da soja nos municipios de Santarém,
Belterra e Mojui dos Campos, expostas ambientalmente a residuos de agrotéxicos.

2. ESPECIFICOS:

1. Avaliar o indice de dano no DNA em peixes coletados no entorno das areas de cultivo de
soja;

2. Avaliar parametros a presenca de poluentes derivados de agrotéxicos em amostras de agua e
sedimentos coletados na area de estudo;

Metodologia:

O estudo sera realizado em comunidades rurais nas proximidades da Rodovia Santarém-
Curua-Una (PA-370) e BR-163, nos municipios de Santarém, Belterra e Mojui dos Campos, regiao
Oeste do Pard. Parametros fisico quimicos da 4gua (pH, temperatura, O2 dissolvido e
Condutividade elétrica) serdo coletados in situ, utilizando sonda multiparametro Lovibond. As
amostras ambientais (dgua e sedimentos) serdo coletadas conforme protocolo padronizado (Filizola
et al. 2006), mantidas sob refrigeracdo para transporte ao laboratério e preservadas por
congelamento a -20°C até o momento da andlise. As andlises de residuos poluentes serdo
processadas em parceria com a Universidade de Brasilia (UNB) sob a responsabilidade técnica do
Prof. Dr. Carlos José Passos. Os peixes serdo coletados com auxilio de redes e peneiras, serao



acondicionados em sacos plasticos e transportados para o Laboratdrio de Genética e Biodiversidade
na UFOPA, campus Tapajos, mantidos na mesma agua do sitio de coleta e oxigenados por aeragao
mecanica. Amostras sanguineas serdo obtidas em até 24h apds a coleta.

Baseado no protocolo de Santos (2009) o ensaio cometa sera realizado em
condi¢Oesalcalinas (pH>13) ajustando-o com NaOH concentrado.Serdo coletados 50 pl de sangue
em seringas heparinizadas e adicionados em tubos heparinizados individuais onde se adicionou 75yl
de agarose de baixo ponto de fusdo dissolvidaem agua destilada a 37°C.

Em seguida as solugdes serdo espalhadas sobre uma lamina coberta com uma camada de
200pl de gel de agarose dissolvida em agua destilada a 37°C deixando-a secar a temperatura
ambiente overnight. As laminas entdo serdo imersas em solucdo de lise gelada (2.5 M NaCl, 100
mM Tris, pH 10.0 com 1%Triton X-100 e 10% DMSO) protegidas da luz por 2 horas.

Posteriormente as laminas serdo postas em cuba horizontal de eletroforese cobertas por
tampao especifico (Solugdo A= 300mM NaOH, Solucdo B = 1 mM EDTA) por 20 minutos, ainda
protegidas da luz, a eletroforese sera realizada a 25V com uma corrente de 300mA por 15 minutos.

Apos a eletroforese as laminas serdo submersas em tampao TRIS (0.4 M Tris pH 7.5) por 5
minutos 3 vezes desprezando o tampdo a cada vez, em seguida as laminas serdo lavadas 2 vezes
com agua destilada e dispostas para secar a temperatura ambiente em overnight. No dia seguinte as
laminas serdo postas em solucao fixadora (15% de acido tricloroacético com 5% de sulfato de zinco
e 5% de glicerol) por 10 minutos sendo lavada posteriormente 3 vezes com agua destilada e postas
para secar em estufa a 37°C por uma hora e meia. Por fim as laminas serdo hidratadas com agua
destilada por 5 minutos, coradas por 30 minutos com coloracdo de prata (solucdio A= 5% de
carbonato de sodio e solucdo B= 0.1% de nitrato de amonia com 0.1% de nitrato de prata, 0.25% de
acido tungstosilicico e 0.15% de formaldeido), sendo entdo lavadas 3 vezes com agua destilada,
secas a temperatura ambiente analisadas em microscépio optico no aumento de 200x.

Serdo analisadas 100 células para cada individuo, classificando-se, visualmente, de acordo
com o comprimento da cauda em relacao a cabeca do nucledides, sendo classificados em classes de
danos de 0 a 4. O indice de dados ao DNA foi estipulado através do valor de SCORE/ID visual,
calculado pelo nimero de cometas em cada classe multiplicado pelo valor da classe, de acordo com
a formula abaixo (AZQUETA e COLLINS, 2014):

ID=(0 x nO0J+(1 x n1]+(2 x n2|+(3 x n3)+(4 x n4)

Onde n é o nimero de cometas em cada classe.
ID, corresponde ao indice de dano no DNA
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