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Resumo

Entre as abordagens para avaliar a genotoxicidade de ambientes aquáticos, peixes vêm sendo utilizados como biomonitores por 
reagirem sensivelmente a quaisquer alterações no meio, caracterizando-se como organismos sentinelas para biomonitoramento 
de rios e lagos. Os biomarcadores que refletem danos ao material genético dos peixes podem ser detectados pelo Ensaio Cometa 
(EC) e análise de Micronúcleos (MN), causados por diferentes agentes químicos e/ou fatores estressantes, como os originados 
por captura, manuseio e estocagem. Nesse estudo os métodos de tarrafa e pesca elétrica foram adotados para a captura, 
visando avaliar sua influência sobre a expressão dos biomarcadores utilizados em tecidos como sangue, brânquias e fígado. 
Indivíduos da espécie Astyanax fasciatus (Characidae) foram amostrados na lagoa dos Quadros – RS, considerada local livre 
de contaminação industrial, apresentando boa qualidade físico-química. Os resultados para o teste do MN, que reflete efeitos 
clastogênicos e aneugênicos, não mostraram diferença significante entre os métodos de captura avaliados, possivelmente por 
não haver tempo suficiente para a ocorrência de divisão celular, necessária para a formação de micronúcleos. Para o EC, que 
detecta quebras diretas ao DNA, houve diferença significante para Índice de Danos (ID) e Percentual de Danos (%D) entre os 
métodos de captura em todos os tecidos analisados (p ≤ 0.001), indicando efeito da eletricidade nos organismos coletados.
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AbstRAct

Influence of Fish Capture Methods on Genotoxic Assessment in  
Different Tissues of Astyanax fasciatus (Osteichthyes, Characidae)

Among the approaches to evaluate genotoxicity of aquatic environments, fish are being used as biomonitors due to their 
sensitivity to any changes in the environment, characterizing it as sentinel organisms for the biomonitoring of rivers and 
lakes. Biomarkers that reflect damage to genetic material of fish are detected by the Comet Assay (EC) and through analysis 
of Micronucleus (MN) produced by different chemical agents and/or stressor factors due to capture, handling and keeping. 
Cast net and electric fishing were used for capture in this study, aiming to evaluate the influence of these methods on the 
analyzed biomarkers in different tissues, such as blood, gills and liver. Astyanax fasciatus (Characidae) individuals were 
captured in Quadros lagoon – RS, Brazil, site considered free on industrial contamination, showing a good physico-chemical 
quality. Results of MN test, which reflect clastogenic and aneugenic effects, presented no significant difference between the 
catch methods used, possibly because there was not enough time for cell division that is necessary for micronucleus forming. 
EC, which detects direct DNA brakeage, showed significant differences in Damage Index (ID) and Damage Percentage (%D) 
between capture methods in all tissues examined (p ≤ 0.001), indicating an effect of electricity on organisms collected.
Keywords: electrofishing, cast net, stress, genotoxicity, micronucleus, comet assay.
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INTRODUÇÃO

A avaliação de genotoxicidade em ambientes aquáticos 
poluídos utilizando peixes como biomonitores, vem sendo 
amplamente utilizada em monitoramento ambiental. Estes estudos 
têm demonstrado a sensibilidade desses organismos na detecção 
de efeitos adversos provocados por contribuições antrópicas 
diversas (Andrade, et al., 2004; Lemos et al., 2007).

Peixes são excelentes organismos sentinelas no 
biomonitoramento de rios e lagos, pois estão diretamente 
expostos aos agressores deste compartimento ambiental, reagindo 
sensivelmente a quaisquer alterações no meio (Lemos et al., 
2007). Apesar da dificuldade em se estabelecer ligações diretas 
entre efeitos ecológicos e a saúde humana, o uso de espécies 
da fauna nativa como sentinelas de problemas ambientais é a 
base conceitual para esta conexão (Silva et al., 2003).

Astyanax fasciatus (Osteichthyes, Characidae) é uma das 
espécies popularmente chamada como lambarí, mostrando-se 
frequente em rios e lagos do Rio Grande do Sul (Schulz & 
Martins, 2001), tolerando inclusive, áreas com alterações 
significativas. Esta espécie vem se mostrando sensível em 
estudos genotóxicos (Lemos et al., 2008).

Os biomarcadores de genotoxicidade detectados pelo Ensaio 
Cometa (EC) e análise de Micronúcleos (MN), refletem danos 
no material genético que podem ser induzidos pelos agentes 
químicos presentes nas áreas estudadas (Tice, 1995).

A frequência de micronúcleos vem sendo usada como 
indicação rápida e sensível tanto de aberrações devido a quebras, 
como de perdas que levam a anormalidades cromossômicas 
numéricas (Heddle et al., 1991; Mateuca et al., 2006). O objetivo do 
teste do micronúcleo é a avaliação do potencial que as substâncias 
têm de causar danos cromossômicos estruturais e/ou numérico 
em células em estágio de divisão. Esses danos cromossômicos, 
geralmente estão associados com o aparecimento e/ou progressão 
de tumores, e com efeitos reprodutivos adversos (Ribeiro et al., 
2003), o que torna importante sua detecção precoce. Dentre as 
principais vantagens na utilização desta metodologia estão a 
simplicidade, sensibilidade e rapidez de resposta, comparando-se 
a outros ensaios de avaliação citogenética durante a metáfase 
(Al-Sabti & Metcalfe, 1995; Ayllon & Garcia-Vazquez, 2000; 
Russo et al., 2004; Lemos et al., 2007).

Outro método de abordagem para avaliação genotóxica 
é o ensaio cometa, capaz de detectar danos no DNA induzidos 
por agentes alquilantes, intercalantes e oxidantes, danos 
esses, possíveis de serem reparados. Esse ensaio pode ser 
realizado tanto em animais como em plantas, demonstrando 
grande sensibilidade e rapidez de resultados em estudos de 
genotoxicidade. Ribeiro et al. (2003) salientam que esse ensaio 
é uma boa opção para ser utilizado em testes rotineiros in vitro e 
in vivo para fins de regulamentação de produtos químicos. Nos 
últimos anos, diversos estudos têm mostrado que micronúcleos 
e Anormalidades Nucleares (AN) vêm sendo usados para avaliar 
efeitos genotóxicas (Ayllon & Garcia-Vazquez, 2000; Cavas 
& Ergene-Gözükara, 2003). As anormalidades nucleares em 
geral, complementam os resultados de MN em pesquisas de 
genotoxicidade (Cavas et al., 2005).

A bibliografia tem mostrado que, alguns biomarcadores 
de genotoxicidade podem ter seu resultado influenciado pelo 
estresse causado nos organismos pelo manuseio (Lemos et al., 
2001, 2007), ou sua captura (Tavares-Dias & Moraes, 2004). 
No estudo de populações naturais de peixes, diretamente 
expostas ao agressor ambiental, é necessário empregar métodos 
de captura utilizando diferentes meios que poderiam provocar 
estresse no indivíduo.

Os métodos de coleta mais comuns são redes de espera e 
tarrafas, sendo que esse último tem sido a opção em diversos 
trabalhos, por permitirem uma retirada mais rápida dos indivíduos 
amostrados. O uso da pesca elétrica é uma alternativa importante, 
pois nesse tipo de captura é utilizado um campo elétrico, 
permitindo amostragens mais eficientes e menos agressivas 
aos organismos deixando-os por menor tempo em contato 
com a malha de pesca e, indicadas também, para locais onde 
o uso de redes e tarrafas é impróprio. Torna-se indispensável, 
portanto, avaliar o efeito dessa variável sobre a indução dos 
biomarcadores de dano genotóxicos utilizados.

Sendo assim, esse estudo objetiva avaliar a influência 
dos métodos de captura sobre a detecção de genotoxicidade 
em indivíduos da espécie A. fasciatus, utilizando para análise 
os biomarcadores Micronúcleos em sangue e Ensaio Cometa 
em diferentes tecidos como sangue, brânquias e fígado.

MATERIAL E MÉTODOS

O estudo foi realizado na lagoa dos Quadros, situada no litoral 
Norte do Rio Grande do Sul (29° 38’ 59” S e 50° 02’ 52” W), e 
pertencente à bacia hidrográfica do rio Tramandaí no município 
de Terra de Areia (Figura 1). É uma das maiores lagoas costeiras 
do Estado, com área de 119 km2, profundidade média de 4,22 m. 
Ventos frequentes são característicos da região da lagoa, causando 
circulações diárias no corpo d’água resultando em níveis altos 
de oxigênio (Petry & Schulz, 2000).

A escolha desse local foi motivada pelo fato de apresentar 
ótima qualidade físico-química (FEPAM, 2000). Essas águas 
estão enquadradas em classe 1, destinadas ao abastecimento 
para consumo humano, após tratamento simplificado, à proteção 
das comunidades aquáticas e recreação de contato primário, 
conforme resolução CONAMA 357/2005 (CONAMA, 2005). 
Essas características evitam outras influências nos resultados 
dos testes, que não as devidas aos métodos de captura.

Foram realizados dois esforços amostrais nos meses de 
julho e agosto de 2007, sendo o primeiro utilizando apenas o 
método de tarrafa, e no segundo, a pesca elétrica. A captura dos 
peixes realizada por tarrafas empregou malha de 3 cm e, com 
o método da pesca elétrica, utilizou-se um gerador de corrente 
contínua modelo FEG 800 (EFKO, Alemanha), a 750 V, com 
uma amperagem máxima de 10 A. O procedimento é efetuado 
por no mínimo 3 (três) pessoas vestidas com macacões de 
borracha e luvas, evitando desta maneira o contato com a 
eletricidade, onde 2 (duas) pessoas transportam os puçás de 
captura e um conduz o cabo que leva a energia do gerador aos 
puçás, executando movimentos de vai e vem lateral.

O tempo de transporte e de repouso dos peixes nos baldes, 
até a realização dos ensaios, foi controlado, não ultrapassando 
2 horas para o transporte e 12 horas de aclimatação, possibilitando 
as mesmas condições nas duas metodologias.
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Ensaio Cometa (EC)
Foi utilizada a versão alcalina do Ensaio Cometa, modificada 

a partir de Singh & Stephens (1997), que permite a detecção 
de quebras simples de DNA, adutos de DNA e crosslinks. O 
sangue é coletado através de secção cefálica, por punção com 
anticoagulante heparina. O fígado e a brânquia são extraídos 
com auxilio de um bisturi e uma pinça, logo macerados para a 
obtenção das células. Imediatamente após esses procedimentos, 
utiliza-se 5 μL de tecido diluído em 300 μL de meio RPMI-1640 
a 37 °C. Após o preparo, as lâminas são mergulhadas em uma 
solução salina contendo 20% de DMSO, com o objetivo de 
romper a membrana plasmática da célula, devendo remanescer 
sobre a lâmina apenas o núcleo para exposição às condições de 
eletroforese alcalina conduzida em pH 12,6, 15 V e 270 mA, 
durante 20 minutos. Neutralizada em solução tampão neutra 

Análise da frequência de Micronúcleos (MN)
O teste do micronúcleo seguiu basicamente a metodologia 

descrita por Lemos et al. (2001). As Anormalidades Nucleares 
(AN) foram identificadas seguindo os critérios de Carrasco et al. 
(1990) (Figura 2A-E), enquanto os MNs (Figura 2F) seguindo 
o critério proposto por Fenech et al. (2003).

O preparo das lâminas foi feito através de esfregaço 
contínuo de sangue obtido após secção cefálica e foi realizada 
aproximadamente entre 11 e 18 horas após a captura. As lâminas 
foram fixadas em metanol absoluto e coradas com Giemsa 10%, 
por 10 minutos. Foram analisadas 2000 células por peixe em 
aumento 100×. Na análise estatística, foi utilizado o Teste Z 
(Zar, 1996) para a comparação dos totais de micronúcleos, e 
Kruskall-Wallis para as frequências de AN consideradas em 
conjunto. O nível de significação foi fixado em 5%.
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Figura 1 – Área do estudo.
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As frequências de MN em eritrócitos de peixes coletados 
através dos dois métodos de pesca (tarrafa = 4,7 × 10-4/eritrócito 
e pesca elétrica = 3,3 × 10-4/eritrócito) não apresentaram 
diferenças signifi cativas (p > 0,05), embora tenha ocorrido 
um suave predomínio nos indivíduos coletados com tarrafa 
(Figura 4a). Portanto, o nível basal de MN apresentado por essa 
população de A. fasciatus considerando o total de indivíduos 
capturados foi de 4 + 104/célula.

Considerando o total de Anormalidades Nucleares (AN), 
compilando todos os tipos avaliados, verifi cou-se que as frequências 
não diferiram signifi cantemente (p > 0,05) entre indivíduos 
capturados pelos dois métodos utilizados (Figura 4b).

No Ensaio Cometa (EC) os peixes coletados utilizando o 
método de pesca elétrica (Figura 5a e b) apresentaram respostas 
mais elevadas para ID e %D (p ≤ 0,001), em todos os tecidos 
analisados (sangue, brânquia e fígado).

DISCUSSÃO

Inúmeros testes têm sido desenvolvidos com organismos 
aquáticos visando sua utilização para avaliar os efeitos de substâncias 
químicas genotóxicas (Heddle et al., 1991; Al-Sabti & Metcalfe, 

(pH 7,5), utilizando-se três banhos de 5 minutos cada. As 
lâminas são coradas com 50 μL de brometo de etídeo a 20 μg.L-1. 
Os danos foram identifi cados em microscópio óptico de 
fl uorescência, com aumento de 200 ×, e classifi cados em cinco 
tipos, de acordo com a distância da migração do DNA rompido 
(classifi cados de T0 = célula normal, sem dano a T4 = dano 
máximo). Quanto maior for a distância da migração do DNA, 
maior a extensão do dano (Figura 3).

Foram analisadas cem células por peixe para o cálculo 
da Porcentagem e Índice de Dano (%D e ID). Os parâmetros 
são obtidos através das equações: [%D = 100 – número de 
células normais] e [ID = (T0 × 0) + (T1 × 1) + (T2 × 2) + 
(T3 × 3) + (T4 × 4)]. Para análise estatística foi usado o teste 
Kruskal-Wallis. O resultado é considerado positivo se observado 
diferença signifi cante de no mínimo p ≤ 0,05 entre os grupos 
estudados.

RESULTADOS

Os resultados da análise dos biomarcadores utilizados 
nesse estudo (MN e AN) são apresentados na Tabela 1. Foram 
avaliados um total de 43 indivíduos, sendo 20 capturados por 
tarrafa e 23 por pesca elétrica.

tabela 1 – Dados gerais sobre o número de peixes, totais e frequências de MN e AN verifi cados nos dois métodos de captura utilizados no estudo.
Método Peixes (n) Comprimento (cm) MN Total MN (× 10–4)/eritrócito AN Total AN (× 10–4)/eritrócito

Pesca tarrafa 20 8,3 ± 2,1 19 4,7 903 225,7
Pesca elétrica 23 7,11 ± 0,48 15 3,3 1025 222,8

Figura 2 – Eritrócitos de peixe com presença de anormalidades nucleares (a, b, c, d, e) e micronúcleos (f), seguindo Carrasco et al. (1990).
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Figura 3 – Classes de danos variando de 0 (ausência de dano) à 4 (dano máximo).

Figura 4 – Frequências de MN/eritrócito (a) e AN/eritrócito (b) observadas 
em peixes capturados através de dois métodos de pesca.

Figura 5 – Resultados do Ensaio Cometa (índice de dano (a) e Percentual 
de dano (b)) em células de diferentes tecidos de peixes coletados por meio 

de tarrafa e pesca elétrica. *** p ≤ 0,001.

1995; Lemos et al., 2007, 2008). Segundo Sánchez-Galán et al. 
(1998), os peixes são considerados ótimos indicadores para a 
detecção de contaminação de recursos hídricos por substâncias 
genotóxicas. Eritrócitos de sangue periférico são comumente usados 
para a aplicação do Ensaio do Cometa em conjunto com o Teste 
do MN, utilizando peixes como bioindicadores para avaliação 
ambiental de contaminação genotóxica (Belpaeme et al., 1996; 
Silva et al., 2002; Buschini et al., 2004; Russo et al., 2004). Tendo 
em vista que, para a avaliação ambiental utilizando populações 
nativas de peixes, expostas in loco a agressores ambientais, a 
primeira etapa de trabalho é sua captura adequada, fez-se necessária 
a avaliação da infl uência desta variável nos resultados fi nais do 
estudo. Os biomarcadores, Micronúcleos e danos detectados pelo 
Ensaio Cometa foram utilizados neste trabalho como ferramenta 
de análise genotóxica cujos resultados poderiam ser infl uenciados 
uma vez que, o manuseio, captura, estoque e transporte podem 
causar estresse nos indivíduos induzindo danos genotóxicos 
(Lemos et al., 2001, 2007) e fi siológicos (Tavares-Dias & 
Moraes, 2004). Nesta avaliação, comparou-se dois métodos de 
pesca, visando aplicá-los em biomonitoramento de mananciais 
de água com a essa espécie de lambaris.

Os resultados apresentados para o Teste do MN mostraram 
que não houve diferença estatística (p ≤ 0,05) entre os dois 
métodos de captura sobre a indução de MN. Este fato poderia 
ser atribuído ao mecanismo de formação dos micronúcleos, que 
dependem da ocorrência da divisão celular após a exposição 
ao agente genotóxico. O tempo necessário para a ocorrência 
da divisão celular é dependente do tipo de tecido, da espécie 
que está sendo utilizada para o teste e de condições ambientais 
(Al-Sabti & Metcalfe, 1995). Neste trabalho os autores reportam 
que, em 56 estudos de exposição a agentes genotóxicos, a 
duração dos testes variou de 1-58 dias, sendo que a maior 
expressão de MN ocorreu entre um e cinco dias. Portanto, nas 
condições do presente estudo com a espécie A. fasciatus, o 
tempo transcorrido entre a coleta dos indivíduos e a elaboração 
dos esfregaços sanguíneos foi insufi ciente para a formação de 
micronúcleos.

A baixa frequência de micronúcleos (4 × 10-4 /eritrócito) 
encontrados na população estudada está dentro da faixa 
encontrada em outros estudos com peixes que relatam o nível 
basal de danos apresentado por diferentes espécies (Al-Sabti & 
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Em mamíferos o estresse pode induzir adutos de DNA, 
aberrações cromossômicas e micronúcleos (Ingel et al., 1993). 
No presente estudo esses danos só foram detectados pelo 
Ensaio Cometa, podendo estar refletindo danos que podem 
ainda ser restaurados.

Um intervalo de tempo maior após a captura até a realização 
dos ensaios permitiria avaliar a detecção de micronúcleos ou a 
eliminação de respostas pelo ensaio cometa. Esse procedimento 
permitiria a evolução das necessárias divisões celulares para 
manifestação de MN, AN e a confirmação dos danos, caso não 
reparáveis, através do Ensaio Cometa. Estudos futuros devem 
contemplar esta possibilidade para confirmar a não influência 
da pesca elétrica na indução de MN e para que se verifique o 
tempo necessário para possível reparação dos danos detectados 
pelo Ensaio Cometa. Essas informações são importantes, pois o 
método de captura de peixes utilizando eletricidade pode permitir 
a amostragem em locais onde não é apropriado o uso de redes 
e tarrafas, além de ter uma eficiência em campo comprovada. 
Pelo observado no presente estudo, recomenda-se que, para 
avaliações genotóxicas de locais com diferentes contribuições, 
um único método de captura seja empregado, uniformizando 
os efeitos dessa variável.
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do mesmo.

Em uma revisão publicada por Lee & Steinert (2003), 
o Ensaio Cometa demonstrou-se vantajoso na avaliação de 
danos no DNA em peixes. A simplicidade e sensibilidade fazem 
dele um sistema adequado de teste para biomonitoramento a 
níveis agudos e crônicos de exposição, podendo ser utilizado 
em inúmeras análises onde se podem avaliar células viáveis 
(Belpaeme et al.,1998). Além das vantagens citadas e do 
relativo baixo custo, difere-se de outros ensaios que detectam 
danos no DNA por não requerer células em divisão, permitindo 
assim, sua aplicação a qualquer tipo de tecido dos quais células 
vivas possam ser obtidas (Collins et al., 1997; Ribeiro et al., 
2003).

Concordando com estudos anteriores, neste trabalho, 
o Ensaio do Cometa apresentou sensibilidade, diferenciando 
os danos entre os dois métodos de captura em todos tecidos 
analisados (sangue, brânquias e fígado), apresentando diferenças 
significativas (p ≤ 0.001). Esses resultados refletem um efeito 
da eletricidade conduzida por corrente contínua utilizada na 
pesca elétrica configurando-se em um agente estressor capaz de 
induzir danos detectáveis pelo ensaio utilizado. Outros agentes 
como o confinamento, o transporte e o manejo inadequado, são 
alguns dos fatores citados que podem produzir estresse nos 
organismos (Barton & Dwyer, 1997), e estes fatores foram 
controlados para não influenciar na comparação metodológica. 
Qualquer que seja o agente indutor, as respostas a tais estímulos 
são considerados alterações do equilíbrio orgânico que 
colocam em risco a saúde desses indivíduos, tornando-os mais 
susceptíveis a infecções causadas por um aumento nas taxas de 
cortisol. Estudos apresentam o cortisol plasmático como um 
indicador de estresse em peixes em qualquer que seja o estágio 
de desenvolvimento. A elevação desse hormônio induzido por 
sua captura, que é mensurado nas brânquias, intestino, e fígado 
refletindo alterações no controle do balanço hidromineral, do 
metabolismo energético (Lima et al., 2006), além de reduzir as 
taxas de crescimento e suprimir as funções imune e reprodutiva 
(Wendelaar-Bonga, 1997). Estas constatações fisiológicas 
confirmam efeitos do estresse provocado pela captura sobre 
os tecidos analisados nesse estudo.
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