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Resumo

A contaminagdo de corpos hidricos como rios, cérregos, lagos e dguas subterraneas
podem afetar as populagdes humanas e de organismos que compdem a biota desses
ambientes, sendo capaz de causar alteragdes fisiolGgicas e celulares nos individuos.
A observagio das alteragdes nos componentes celulares de organismos expostos
a contaminantes ambientais utilizando metodologias especificas, como o teste do
micronucleo e de anomalias nucleares, é uma importante ferramenta de monitoramento,
sendo utilizada em pesquisas bésicas e estudo de impacto ambiental de larga escala. O
objetivo de nosso estudo foi observar possiveis efeitos genotéxicos em individuos da
espécie Astyanax bimaculatus (lambari), mantidos em condi¢des ambientais distintas,
sendo: tanque revestido de lona (um); caixa de fibra (dois); e caixa de fibra com cobertura
(trés). Utilizou-se o teste do micronucleo (IMN) e de anomalias nucleares (ANs) para
avaliacio de possiveis alteragdes celulares nos individuos, efeito genotdxico e a contagem
diferencial da série branca para avalia¢do da satde dos organismos. Foram encontrados
MNs e ANs em todas condi¢oes ambientais avaliadas, com diferenga significativa entre
as condi¢des um e trés, quanto a frequéncia de MN; com relagio a frequéncia de AN,
houve diferenca entre um e trés e entre dois e trés, sendo a maior frequéncia de MN e
ANs encontrada na caixa de fibra coberta. Os individuos da condi¢do dois apresentaram
maior frequéncia de linfécitos e no tanque de lona e na caixa coberta foram observado
os maiores valores de mondcitos e neutréfilos. Os resultados indicam que, mesmo em
condi¢des distintas, os individuos de 4. bimaculatus apresentaram valores de alteragoes
nucleares significantes, nao sendo encontrado valores de leucécitos que pudessem indicar
modifica¢do na satde dos organismos avaliados.
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Abstract

'The contamination of water bodies such as rivers, streams, lakes and groundwater
can affect the human population and organisms that make up the biota of these
environments, being able to cause physiological and cellular alterations in the individuals.
‘The observation of the changes in the cellular components of organisms exposed to
environmental contaminants using specific methodologies, such as the micronucleus
test and nuclear anomalies, is an important monitoring tool, being used in basic research
and large-scale environmental impact study. The objective of our study was to observe
possible genotoxic effects in individuals of the species Astyanax bimaculatus (lambari)
kept under different environmental conditions, being: tank covered with canvas (one);
fiber box (two); and fiber box with cover (three). Micronucleus (IMN) and nuclear
abnormalities (ANs) were used to evaluate possible cellular alterations in the individuals,
genotoxic effect, and the differential counting of the white series to evaluate the health
of the organisms. MNs and ANs were found in all environmental conditions that were
evaluated, with a significant difference between conditions one and three regarding
to the frequency of MN, with respect to the frequency of ANs there was a difference
between one and three and between two and three, with the highest frequency of
MN and ANs found in the covered fiber box. Subjects in condition two had a higher
frequency of lymphocytes, and the highest values of monocytes and neutrophils were
observed in the canvas tank and in the covered box. The results indicate that, even under
different conditions, the individuals of A. bimaculatus presented values of significant
nuclear alterations, and no leukocyte values were found that could indicate changes in
the health of the evaluated organisms.

Keywords: Ecotoxicology. Environmental monitoring. Nuclear alterations.
Introducao

Poluicio e Efeitos aos Ecossistemas Aquaticos

Ecossistemas aquiticos representam locais de grande importincia, sendo essenciais para
manutencio da biodiversidade e produtividade ecolégica, além de proporcionar diversos recursos
para a populagdo humana. Dentre os diferentes usos da dgua, destaca-se a sua captagio para
consumo, uso industrial e na agropecudria, geragdo de energia, aquicultura, pesca e lazer (SOUZA
et al., 2014).

O crescimento populacional vinculado a4 ampliagdo do uso da dgua nas mais diversas
atividades tém resultado no aumento da sua contaminagio, o que representa um potencial risco
para a saide humana e para a integridade dos ecossistemas aqudticos. O crescente aumento na
contamina¢do de ambientes aqudticos, nas ultimas décadas, tem origem em multiplas fontes,
tais como, desenvolvimento industrial, urbanizagdo intensa, préticas agricolas que introduziram
grandes quantidades de diferentes substiancias biologicamente ativas na dgua, incluindo produtos
quimicos orgénicos e inorganicos (BOLOGNESI; CIRILLO, 2014).

A bioacumulagio de poluentes nos organismos aquéticos é outro fator de risco para estas
comunidades, pois virios compostos liberados em niveis muito baixos no meio ambiente sdo
persistentes e de dificil degradagio, podendo, assim, acumularem-se nos tecidos desses organismos,
chegando ao ponto de a concentragio interna dos poluentes serem maiores que as do ambiente
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(BOLOGNES; CIRILLO, 2014). A falta de regulamentagio de compostos emergentes, como
drogas, produtos médicos, esteroides e horménios, cosméticos, também representam um fator de
risco para ecossistemas aqudticos (BOLEDA et al., 2009; SANTOS et al., 2010).

A liberagdo de uma infinidade de produtos quimicos resulta na formagdo de misturas
complexas, incluindo compostos de origem e seus produtos de transformagio, o que pode resultar
em diferentes condi¢des sobre o ecossistema como, diminui¢io da diversidade biolégica, aceleragio
ou redugio dos processos tréficos, além de alteragdo interna dos organismos causando respostas
fisiolégicas anormais, como mudanga no funcionamento de 6rgaos e nos estigios reprodutivos dos
individuos (VOROSMARTY et al.,2010; GINEBREDA et al., 2014). Tais aspectos reforcam a
necessidade da aplicagdo de metodologias de avalia¢io da qualidade ambiental que avaliem além
dos aspectos fisico-quimicos e considerem, também, o estado fisiolégico e possiveis alteragdes
em 6rgios e células dos organismos.

Ecotoxicologia e os Teste de Anomalias Nucleares

Dentre as linhas de pesquisas que buscam o monitoramento ambiental em ambientes
aqudticos, os estudos ecotoxicolégicos possuem grande relevincia. Esses métodos buscam,
entre outros aspectos, realizar andlises quantitativas e qualitativas que possam ser utilizadas no
monitoramento da qualidade ambiental, através do diagndstico dos pardmetros fisicos, quimicos e
biolégicos do ambiente, fazendo-se uma correlagio das caracteristicas do ambiente com possiveis
alteragdes fisiolégicas encontradas nos organismos presentes (ZAGATTO; BERTOLETTI,
2008; MORAIS; AZEVEDO, 2017). Assim, a ecotoxicologia representa um campo cientifico
distinto que investiga o impacto de contaminantes quimicos no ambiente em nivel molecular,
fisioldgico, individual e ecolégico (BEKETOV; LIESS, 2012; GALLOWAY, et al., 2017).

Nos estudos ecotoxicolégicos podem ser realizadas avaliagdes tanto iz Joco — com uma
populagio ou virias populagées em um ambiente natural — quanto através de ensaios laboratoriais
— bioensaios. Os ensaios laboratoriais podem ser realizados em ambientes controlados ou através
da constitui¢do de microcosmo. Um microcosmo caracteriza por representar as caracteristicas do
ambiente natural (dgua, plantas, sedimentos, animais, etc.) em um ambiente artificial (ARAGAO;
ARAUJO, 2008).

Entre as metodologias analiticas utilizadas em estudos ecotoxicoldgicos estdo as anilises
de efeitos genotdxicos, que sdo aplicadas quando existem suspeitas de alteragdes moleculares ou
fisiolégicas causadas pela presenca de alguma substincia quimica, como agrotéxicos, e/ou fisica,
radiagdo por exemplo, que interfira em aspectos genéticos ou outros componentes celulares dos
organismos (SALVADORI et al., 2003; UMBUZEIRO; ROUBICEK, 2008).

Consideram-se como metodologia de avaliagio genotdxica o uso da andlise de frequéncia de
micronucleo e de anomalias nucleares, que pode ser realizada com a utilizagdo de células nucleadas
da maioria dos tecidos. Em peixes, a anilise da frequéncia de microndcleo e de anomalias nucleares
em eritrécitos sio metodologias muito difundidas, sendo vidvel devido ao custo e ao tempo de
andlise (PHAN, et al., 2015). Nessa metodologia, é possivel avaliar a presenca de altera¢des em
eritrécitos da circulagio periférica dos organismos; no caso, o sangue pode ser obtido pela pun¢io
da artéria, sem que haja necessidade da eutandsia dos organismos (GRASSI, 2002; SUMMAK
et al.,2010; ROCHA et al., 2011; PHAN, et al., 2015).

O teste do micronicleo ¢ um método desenvolvido primariamente para avaliar a habilidade
de substincias em induzir dano cromossémico estrutural e/ou numérico em células em estdgio de

divisao (SCHMID, 1975; SALVADORI et al., 2006). A técnica original desenvolvida por Boller
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e Schmid (1970) tinha como organismo modelo o hamster, sendo posteriormente adaptada por
Hooftman e Raat (1982) para utilizagdo laboratorial em peixes. A avaliagio mutagénica utilizando
o teste do microntcleo é uma metodologia bem estabelecida, pois pesquisas tém utilizado essa
técnica para detectar os efeitos da exposicdo a substdncias quimicas mutagénicas em peixes de
vérias espécies in loco ou em laboratério (NAN et al., 2013; WALIA, et al., 2015; HALLARE
et al., 2016, TUREK, et al., 2018).

Os microntcleos (IMNs) surgem a partir de fragmentos cromossémicos ou cromossomos
inteiros que ndo sdo incorporados ao nucleo principal nas células filhas, durante a mitose, sendo
possivel visualizd-los como pequenos nicleos separados do nicleo principal, com tamanho que
pode variar de 1/5 a 1/100 do ntcleo principal (PHAN et al., 2015). A ocorréncia de MNs
estd relacionada a exposigdo da célula a alguma substincia que cause quebras cromossémicas
(clastogénicos) ou componentes celulares como fibras do fuso e que induzem aneuploidia
(aneugénicos), podendo ser agentes quimicos, fisicos e bioldgicos relacionados a esses danos
(SALVADORI et al., 2006; RIVERO-WENDT et al., 2013; PHAN et al., 2015).

As anomalias nucleares (ANs) foram relatadas por pesquisadores durante os estudos de
frequéncia de microntcleo, indicando que tais anomalias sejam consideradas durante a anilise
convencional de microntcleos, pois, podem ser decorrentes também de uma resposta aos processos
de citotoxicidade e genotoxicidade de alguns compostos (BOTELHO et al., 2015; POLLO et
al., 2015; BRAHAM et al., 2017).

Carrasco et al. (1990) descreveram as alteragdes morfolégicas no envelope nuclear de peixes,
classificando tais alteragdes em: ndcleo que apresenta uma pequena invagina¢io do envelope
nuclear contendo eucromatina (“blebbed’); nicleo com invaginagdes maiores que o nucleo blebbed
(“lobed”); e nucleo apresentando um corte evidente no material nuclear (“notched’). Ha relatos da
presenca de tais anomalias em eritrécitos de peixes, em decorréncia da exposi¢ao do organismo
a contaminantes quimicos téxicos, genotoxicos, mutagénicos ou carcinogénicos (CARROLA et
al.,2014; BOTELHO et al.,2015; POLLO et al.,2015; BRAHAM et al., 2017). Barsiené et al.
(2010) sugerem que os micronucleos e as células binucleadas estdo relacionados a divisdo celular,
enquanto que as anormalidades nucleares morfolégicas podem estar relacionadas a amplificagdo
do DNA.

Os efeitos genotéxicos nos organismos podem ser avaliados utilizando uma ampla gama
de estudos, in vitro e in vivo, porém, o teste de micronicleos e de anomalias nucleares em
eritrécitos ganhou popularidade em comparagio aos outros ensaios citogenéticos de toxicidade
aqudtica devido a sua sensibilidade, simplicidade e confiabilidade na detecgdo de danos no DNA
(CARRASCO etal.,1990; AL-SABTI; METCALFE, 1995; CAVAS; KONEN, 2007; BOPP
et al., 2008).

Parametros Hematolégicos

No Brasil estudos hematol6gicos tiveram inicio com os trabalhos de Oria (1932), realizando
andlises morfoldgicas de eritrécitos de diferentes espécies de teledsteos fluviais (TAVARES-
DIAS; MORAES, 2004). Na década de 1960, iniciaram-se os estudos com espécies marinhas
com os trabalhos de Bastos (1966) e Pitombeira e Martins (1966). Os estudos hematolégicos
de teledsteos retornam a ter importancia na década de 1980, com Ranzani-Paiva (1981), dando
continuidade a partir de entéo, sendo ainda hoje uma das principais referéncias dessa 4rea.
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A principal aplica¢do dos estudos de padrdes sanguineos estd relacionada ao diagnéstico e
prognéstico de condi¢oes mérbidas em populagoes de peixes, sendo aplicados principalmente em
estudos com animais de interesse econdmico, geralmente em pisciculturas (HENRY et al.,2015;
JERONIMO et al., 2015). Os pardmetros hematolégicos de peixes tém sido uma importante
andlise em pisciculturas, sendo utilizados como indicadores do estado fisiol6gico dos organismos,
permitindo uma interven¢o mais especifica para o controle de patologias e de possiveis estresses
de manipulagio (HENRY et al., 2015; OBA-YOSHIOKA et al., 2017).

Nos estudos hematoldgicos, a avaliagio dos elementos da série vermelha (eritrocitica)
permite inferir a condi¢ao nutricional do organismo, além de outros fatores — como no caso de
exposi¢do a agentes toxicos — jd as andlises de elementos da série branca (leucocitaria), que estdo
relacionadas ao sistema imune, permite que seja avaliada a presenca de processos infecciosos ou
de outro tipo de estresse. A andlise da camada leucocitaria ¢ a principal metodologia utilizada em
estudos de andlises clinicas, considerando, neste caso, tanto a avalia¢do de organismos aquiticos
quanto as avaliagbes clinicas em humanos (TESKE, 2010).

O principal interesse nos elementos da série branca sanguinea esta relacionado a sensibilidade
desses elementos, a presenca de patégenos e outros tipos de estresses no organismo. O método
mais utilizado para estudos com estes elementos é a contagem diferencial de células leucocitdrias,
utilizando principalmente os mondcitos, neutréfilos, baséfilos e linfécitos. Tavares-Dias e Moraes
(2004) ressaltam a dificuldade na classificagio dos leucécitos, porém, os valores encontrados por
estas varidveis permitem inferir sobre o estado de satde do organismo.

O presente trabalho teve como objetivo utilizar a técnica do micronucleo e de anomalias
nucleares para monitorar exemplares de Astyanax bimaculatus (lambari) mantidos em diferentes
condigbes ambientais, buscando-se observar as possiveis alteragoes nas frequéncias dessas alteragdes
nucleares em decorréncia das caracteristicas de cada ambiente, sendo avaliadas ainda, as condi¢oes
imunoldgicas dos animais através da contagem diferencial da série branca.

Material e Métodos
Condig¢oes ambientais e experimentais

O presente trabalho foi realizado na 4rea experimental do Laboratério de Ecofisiologia
(LEF) da Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul (UEMS), Campus de Dourados/MS
(22°11'84" S; 54°55'82" W). As matrizes de Astyanax bimaculatus foram inicialmente obtidas
em coletas realizadas em corpos d’dgua da Bacia do Rio Parand, Municipio de Dourados/MS e
regides préximas, sendo mantidas as mesmas populagdes hd 12 anos em tanques artificiais na drea
experimental. Os individuos avaliados neste estudo foram coletados da prépria drea experimental
do LEF.

Os individuos de 4. bimaculatus foram mantidos em trés condi¢des ambientais distintas. O
primeiro ambiente foi em um tanque de piscicultura (de 10 x 5 x 1 m), escavado e revestido com
lona plastica, em condi¢des préximas a um ambiente lacustre, com a presenca de outras espécies
de peixes e plantas aquiticas.

O segundo e o terceiro ambientes foram em caixas de fibra, com capacidade de 500 L
cada, uma caixa (condigio ambiental dois) exposta a iluminagio natural e outra caixa (condi¢io
ambiental trés) foi coberta para diminuir a entrada de luz solar nesse ambiente. O ambiente dois
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seguiu parte das caracteristicas do primeiro ambiente, porém sendo em escala menor e sem a
presenca de outras espécies de peixes, apenas plantas aquéticas foram introduzidas nessa caixa.
No ambiente trés, s6 foram colocados os peixes, sem a introdugio de plantas e outras espécies,
num total de 65 exemplares de 4. bimaculatus em cada caixa de fibra.

O abastecimento de dgua nas trés condi¢bes ambientais foi realizado através do reservatério
do campus, sendo a dgua proveniente de captagio subterrinea. Em todos os locais de criagdo
foi mantida a oxigenag¢do natural, sem a utilizagdo de bombas ou mecanismos de aeracio, e a
alimentag¢io dos individuos teve como base proteina animal e vegetal (minhocas, caramujos e

farinha de milho).
Coleta dos Individuos

A coleta dos exemplares de A4. bimaculatus foi realizada de forma diferente em cada ambiente,
considerando o tamanho de cada local. Assim, na condi¢do um (tanque de piscicultura), foi
utilizada rede de arrasto (picaré) e, nas condigdes ambientais dois e trés (caixas de fibra) utilizou-se
uma peneira. De cada local, foram coletados 25 individuos, sendo, posteriormente, transportados
até o LEF, para realizagio da coleta de sangue da artéria caudal.

Amostragem e Anilise

Para a confecgio das laminas hematoldgicas utilizaram-se seringas hipodérmicas de vidro
de 3 mL e agulhas com anticoagulante (heparina), metodologia adaptada de Svobodova et al.
(1991). O sangue foi retirado por pungio da artéria caudal (GRASSI, 2002). Apés a retirada das
aliquotas, os peixes foram alocados em um segundo tanque, que néo fazia parte dos experimentos.

O esfregaco sanguineo foi montado em limina de ponta fosca, o procedimento foi realizado
através da aplicagdo de uma gota de sangue préxima a ponta fosca e, com auxilio de outra limina,
encostada na borda da gota de sangue, com inclinagdo aproximada de 45°, 0 sangue foi direcionado
a direcdo oposta da ponta fosca em um tnico movimento, até o fim da borda da lamina inferior
(GRASSI, 2002).

Para coloragio dos esfregacos utilizou-se a Reac¢do de Feulgen — hidrélise em HCl 5 N
(temperatura ambiente) durante 20 min, lavagem em dgua destilada (+ 5° C), imersdo em Reativo
de Schift (120 min) a temperatura ambiente (escuro), lavagem em dgua corrente (10 min), lavagem
rapida em dgua destilada, secagem a temperatura ambiente e imersio em solu¢do de Fust-Green
acido por 1 min, sendo as laminas lavadas com dgua destilada e secadas em temperatura ambiente
(GRASSI, 2002).

A frequéncia de micronucleos (MNs) em eritrécitos da circulagdo periférica foi determinada
segundo a metodologia proposta por Schmid (1975). As anomalias nucleares (ANs) foram
determinadas segundo a metodologia de Carrasco et al. (1990). O efeito genotdxico foi considerado
vélido para laminas que continham, no minimo, trés células em 1.000 com a presenga de MN e/ou
AN, desconsiderando estruturas refringentes. Na contagem foram considerados apenas eritrécitos
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individualizados, com formato oval e de boa visualizagdo. A contagem das 1.000 células de cada
amostragem foi realizada em microscopia 6ptica, com resolu¢do de 10x125 em imersio.

A contagem diferencial de elementos da série branca foi realizada através da observagio em
microscépio éptico de 100 células de leucécitos por lamina (TESKE, 2010). A caracterizagio dos
leucécitos seguiu a metodologia descrita em Ranzani-Paiva (1981), Roberts (1981) e Tavares-
Dias e Moraes (2004).

O teste estatistica foi realizado através da analise de varidncia ANOVA e significancia de
Tukey 95%, sendo considerado significativo em todas as analises o valor de p<0,05, sendo utilizado

o programa BioEstat 5.3 para as andlises (AYRES et al., 2011).

Resultados e Discussao

Teste do Micronucleo e de Anomalias Nucleares

Os peixes tém sido considerados bons bioindicadores de ecossistemas aquaticos (ROCHA
et al., 2011). Além disso, virios estudos demonstraram que os peixes sdo organismos sensiveis,
sendo adequados para a detecgdo de agentes genotéxicos (ANBUMANI; MOHANKUMAR,
2012; OMAR et al., 2012; NAN et al., 2013; WALIA et al., 2015; HALLARE et al., 2016,
TUREK et al., 2018).

Neste trabalho foram encontrados microntucleos (IMNs) e anomalias nucleares (ANs)
em todos os ambientes avaliados (Figura 1). Quando comparadas as andlises de correlagio
estatistica, houve diferenca significativa (p<0,05) entre as condi¢bes ambientais um e trés quanto
a frequéncia de MNs (Tabela 1), e entre as condi¢ées ambientais um e trés e entre dois e trés

quanto a frequéncia de ANs (Tabela 2).

Figura 1 — Aspectos de eritrocitos em sangue periférico de A. bimaculatus
observados nos ambientes: imagens de nucleo normal (A),
microntcleo (BC) e; anormalidades nucleares (D a H): binucleadas
(D), vacuolated (E), notched (FGH).
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Fonte: Oliveira.
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A maijor frequéncia de MNs observada, em média, foi na caixa de fibra coberta (condigio
ambiental trés) e a menor no tanque de psicultura (condi¢do ambiental um) (Tabela 1). Deve-se
ressaltar que, de maneira geral, as médias encontradas nos ambientes foram menores que o valor
considerado como indicativo de efeito genotdxico, ou seja, menos de trés células em média das
1.000 células analisadas por individuo apresentaram micronucleos. Porém, estes valores ndo devem
ser subestimados, pois, os ambientes apresentaram valores significativos para outras alteragdes
nucleares.

Tabela 1. Frequéncia de micronucleos em eritrdcitos de A. bimaculatus,
apresentados em valores absolutos, médias e desvio padrdao (MED/
DESV.P) e percentuais das amostragens nos ambientes, n= 25.

Porcentagem

Numero de MED/ Porcentagem g)ﬁ?ﬁﬁiﬁ de exemplares
Ambientes exemplares DESV.Pde de exemplares ionificati com nimero
o significativo o ¢
com MN MN com MN (%) le MN* significativo
e MN (%)

1 13 0,72+0,82a 52 1 4
15 1,96+2,61ab 60 6 24
3 17 2,48+2 85b 68 11 44

Letras diferentes indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p<0,05) entre os ambientes. *Numero
de individuos com trés ou mais células em 1.000, com a presencga de micronucleo.

A avaliagdo da frequéncia de MNss, por si s6, jd apresenta resultados relevantes quanto a
estimativa de genotoxicidade. Silva et al. (2016) realizaram o biomonitoramento iz situ de rios da
regido de Cataldo, Sudeste de Goids, Brasil, em pontos sob influéncia da drea urbana, agricultura e
industria de fertilizantes, utilizando peixes dos géneros Astyanax sp.e Characidium sp. que habitam
esses locais, sendo possivel determinar os locais que mais influenciaram na prevaléncia de MNs e
as espécies mais sensiveis ao zinco e cromo, sendo respectivamente Astyanax sp. e Characidium sp.

Quanto a frequéncia de ANs, no presente estudo, foram encontradas as seguintes anomalias:
células com mais de um nucleo (binucleadas); nicleo perfurado (vacuolated) e; nicleos com
alteragdes morfoldgicas (notched). Em todos os ambientes foram encontrados valores significativos
para as anomalias (Tabela 2), sendo a condigdo ambiental trés a que apresentou maior frequéncia,
caso em que todos os individuos apresentaram as anomalias.
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Tabela 2. Anomalias nucleares em eritrdcitos de A. bimaculatus, apresentados
em valores absolutos, médias e desvio padrdao (MED/DESV.P) e
percentuais das amostragens nos ambientes, n= 25.

Porcentagem

Numero de MED/ Porcentagem g)ﬁrzgﬁreiz de exemplares
Ambientes exemplares DESV.Pde deexemplares sienificativo com numero
com AN AN com AN (%) gd e AN* significativo de
NA (%)
1 22 3,04+2,19a 88 14 56
2 24 5,72+3,94a 96 17 68
3 25 10,2+5,08b 100 25 100

Letras diferentes indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p<0,05) entre os ambientes. *Numero de
individuos com trés ou mais células em 1.000 com a presenga de anomalia nuclear.

Segundo Cavalcante et al. (2008) a frequéncia de ANs ¢ considerada como o indicador
menos eficaz da genotoxicidade. Porém, tais anomalias tém sido utilizadas em diversos trabalhos
como bons indicadores de genotoxicidade em peixes (BARSIENE etal.,2010; CARROLA etal.,
2014; BOTELHO, et al.,2015; BRAHAM, et al.,2017). Osman e Harabawy (2010) observaram
uma correlagio entre as frequéncias de MNs e ANs, sugerindo a importincia da analise conjunta
destes dois parimetros, sendo considerados potenciais biomarcadores nucleares.

As alteragdes nucleares (IMNs e ANs) sio consideradas como uma resposta a exposi¢io do
organismo a alguma substincia genotéxica ou ao estresse (CAMPANA et al., 1999; GRASSI,
2002; FERRARO etal.,2004; GALINDO; MOREIRA, 2009; SOUZA et al.,2014; BOTELHO,
et al., 2015; POLLO, et al., 2015; BRAHAM, et al., 2017). Assim, considerando os valores de
MNs e ANs encontrados no presente trabalho, todas as condi¢cées ambientais apresentaram
respostas significativas a presen¢a de um ou mais agentes genotdxicos. Ressaltando-se que, no
presente trabalho foi considerado o valor jé estabelecido para a frequéncia de micronicleos na
avalia¢do do efeito genotéxico como pardmetro para os valores de anomalias nucleares, ou seja,
valor considerado significativo quando trés ou mais células em 1.000 do individuo apresentaram
a anomalia.

Segundo Melo et al. (2013), a andlise de efeito genotdxico com a utilizagio dos testes de
MNs e ANs permite verificar os potenciais efeitos adversos causados por compostos téxicos no
ambiente, sendo que, em caso de contaminagio téxica podem influenciar a qualidade de vida
dos organismos expostos, bem como afetar possiveis consumidores. Assim, pode-se dizer que
tais metodologias sio importantes para utiliza¢io em estudos de monitoramento da qualidade
ambiental.

Foi observada elevada frequéncia de microntcleos e de anomalias nucleares em espécies
de peixes dos Grandes Lagos nos Estados Unidos, sendo encontrada diferen¢as no nimero de
alteragdes entre as espécies e entre os individuos de diferentes locais, foi possivel observar também
arelagio dessas alteragdes com a prevaléncia de tumores de pele e figado (BRAHAM, et al.,2017).
Os Grande Lagos sao caracterizados por receberem misturas complexas resultantes de atividades
préximas, em cada ponto dessa regido hé o despejo de diferentes compostos, o que influenciou na
concentracio das alteragdes encontradas, indicando assim que estas misturas apresentam maior
potencial genotéxico conforme a composi¢io que possuiam (BRAHAM, et al., 2017).
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O valor de MNs e ANs encontrado na caixa de fibra coberta, significativamente diferente
quando comparado aos outros ambientes, pode ser um indicativo que as condi¢oes desse ambiente
— menor incidéncia de luz solar, exposi¢io direta a 4gua de abastecimento, menor crescimento de
microrganismos (fito e zooplancton) — podem ter influenciado na maior frequéncia de alteracoes
nucleares. As caracteristicas dessa condi¢io ambiental devem ser consideradas como fator
importante pois, diversos fatores podem diminuir a carga téxica dos compostos, a exemplo do
efeito da degradagio bioldgica, realizada por microrganismos, bem como o efeito direto da luz solar
sobre tais elementos (fotdlise), ambos os exemplos podem resultar na alteragio da conformagio
molecular dos compostos téxicos, podendo reduzir seu potencial de toxicidade (ZAGATTO;
BERTOLETTI, 2008).

Contagem Diferencial de Leucdcitos

Os leucdcitos sao as células responséveis pela defesa humoral e celular dos peixes, sendo
tormados por diferentes linhagens celulares, podendo ser diferenciados morfologicamente
pela presenca ou auséncia de granulag¢do, bem como pelas suas caracteristicas morfoldgicas
(TAVARES-DIAS; MORAES, 2004). As células brancas utilizam a via sanguinea para realizar
o monitoramento de possiveis infecgdes e danos teciduais nos organismos, atuando dentro dos
vasos sanguineos e no meio intersticial.

Em nosso trabalho foi possivel observar as células da série branca utilizando a coloragio
para contagem de micronucleos, Rea¢do de Feulgen. Foram identificados e caracterizados na
contagem diferencial em A. bimaculatus: linfécitos, neutréfilos, mondcitos e baséfilos (Figura 2).
Os valores absolutos e as médias sdo apresentados na tabela 3.

O namero de leucdcitos varia entre familia, género e espécies de peixes e de acordo com
o ambiente em que se encontram (TAVARES-DIAS; MORAES, 2004). No presente trabalho,
os valores encontrados para os diferentes leucécitos estdo dentro dos valores citados na literatura
para familia Characidae, a exemplo dos linfécitos que podem variar percentualmente entre 19,7 a
95,5 por cento nos peixes (TAVARES-DIAS; MORAES, 2004), sendo encontrados entre 78,72
e 90,76 por cento em nosso trabalho.

Figura 2 —Tipos celulares da série branca encontrados em Astyanax bimaculatus:
Linfocito (Lf); Mondcito (Mn); Neutréfilo (Nt); Baséfilo (Bs).
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Fonte: Oliveira.
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Tabela 3. Tipos celulares encontrados em A. bimaculatus nos diferentes ambientes,
sendo apresentados em valores totais e médias com desvio padrao.

Tipos celulares Ambiente 1 Ambiente 2 Ambiente 3
Linfocit 1968 2269 2059
infocitos 78,72+13,93a 90,76+6,45b 82,36+10,19a
Mongeir 414 174 352
onocitos 16,56+11,61c 6,96+4,90d 14,08+6,71c
, 110 51 83
Neutrofilos 4,40+3,74e 2,04+2,27f 3,32+3,85€
7 8 6 6
Baséfilos 0,32i0,61g 0’24i0,58g 0,24i0,81g

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa pelo teste de Tukey (p<0,05) entre os ambientes.

O tipo celular com maior frequéncia nos ambientes foi o de linfécitos, seguido de mondcitos,
neutréfilos e baséfilos. Segundo Tavares-Dias et al. (2002), os linfécitos sdo as células mais
frequentes no sangue periférico dos peixes. Ranzani-Paiva e Silva-Souza (2004), também relatam
que estas células sdo os tipos mais frequente de leucécitos presentes na circulagio de peixes.

Considerando a anélise estatistica entre as condi¢oes ambientais, foi observada diferenca
significativa (p<0,05) entre os ambientes apenas para os valores de linfécitos e mondcitos, sendo
que, em ambos os pardmetros as diferengas foram entre as condi¢des ambientais um e dois e entre
dois e trés. Apesar das diferencas observadas, os valores encontrados nos ambientes estdo de acordo
com a variagio observada para grupos préximos a espécie (TAVARES-DIAS; MORAES, 2004).

Em situacio de estresse os peixes podem responder de diferentes formas. Martins et al.
(2002) avaliaram a frequéncia de linf6citos em tambacus apés serem expostos ao estresse, sendo
observado a diminui¢io destas células. Tavares-Dias et al. (2001), observaram o inverso em
tambaquis capturados e expostos a um agente estressor.

Foi observada durante a contagem diferencial a presenca de linfécitos com tamanhos
distintos (Figura 4). Segundo Beelen et al. (1998), linfécitos “grandes” sdo células jovens e os
linfécitos “pequenos” células maduras. Para Lewis et al. (1979), os “pequenos” linfécitos sdo
andlogos aos linfécitos T de mamiferos, com receptores de superficie para eritrécitos, enquanto
os linfécitos “grandes” sdo andlogos aos linfécitos B, apresentando imunoglobulinas de superficie.

Figura 4 — Observagao de linfocitos (Lf) com tamanhos distintos, grandes (G)
e pequenos (P) presente na circulagao de sangue periférico de
Astyanax bimaculatus.

Lf(G) LI (P)

Fonte: Oliveira.
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Em peixes sauddveis, os leucdcitos estdo presentes em propor¢des e locais especificos, e
representam a primeira linha de defesa contra patégenos (ADAMS et al., 2010). Sua atividade
fisiolégica é condicionada a capacidade de realizarem migragio seletiva e diapedese (RANZANI-
PAIVA; SILVA-SOUZA, 2004).

Os resultados apresentados mostram que os individuos utilizados mantiveram uma boa
condi¢io de saude durante o periodo de estudo, estando os parimetros observados dentro dos
valores estabelecidos em literatura.

Conclusoes

A busca para se estabelecer protocolos mais eficientes e riapidos para uma andlise in
situ de ambientes aqudticos sdo importantes, e diversos estudos foram desenvolvidos para o
monitoramento de populag¢ées de peixes nos ambientes naturais e em cultivo.

A aplicagio das técnicas de avaliagdo da genotoxicidade, teste do microntcleo e de anomalias
nucleares, foram eficazes para o monitoramento de exemplares de 4. bimaculatus mantidos em
diferentes condi¢des ambientais. A contagem diferencial de elementos da série branca do sangue
periférico foi uma metodologia eficiente para demonstrar as condi¢bes de saide dos animais
durante o estudo.

Com base nesta pesquisa foi possivel observar que as metodologias utilizadas podem
ser aplicadas em estudos de monitoramento de atividades de cultivo de organismos aquaticos,
considerando o modelo experimental que possuia semelhanga aos modelos de produgio aquicola
(pisciculturas em tanque artificial), além de possibilitar que tais metodologias sejam utilizadas
em estudos de monitoramento de ambientes naturais.
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