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RESUMO

O equilibrio e a qualidade dos ambientes aquaticos ¢ um aspecto fundamental, e, portanto,
indispensavel, ndo somente ao se considerar a produgdo animal e a saide do homem, mas
também, ao se inferir sobre a conservagdo da biodiversidade de organismos e ambientes.
Considerando as necessidades do monitoramento ambiental ¢ que surge a ecotoxicologia
aquatica, uma ferramenta a qual permite detectar, predizer e remediar ambientes aquaticos,
vitimas da a¢do negativa causada pelos xenobioticos. Considerando tais aspectos, o
objetivo deste trabalho visa analisar os elementos sanguineos da circulagdo periférica, como
as células da série branca, e efetuar contagem diferencial dos seus tipos, bem como
determinar a frequéncia de micronucleos em eritrocitos de um peixe teledsteo de agua,
amplamente distribuido em todo o territdrio nacional, o Astyanax bimaculatus. Os estudos
realizados com estes animais sob condi¢des de confinamento revelaram que os elementos
da série branca predominante foram os do tipo agranulares como os linfocitos (65,40%),
seguidos, respectivamente por mondcitos (17,51%), neutrofilos (14,24%) e basofilos
(02,83%). A frequéncia de microntcleos apontou para a existéncia de agentes genotoxicos
no ambiente aquatico estudado, j& que em 44% da populagdo amostrada observou-se a
ocorréncia significativa de estruturas que indicam efeitos genotdxicos. A metodologia
utilizada para a retirada de aliquota sanguinea da circulagdo periférica permitiu bons
resultados e a sobrevivéncia dos exemplares amostrados, cumprindo os objetivos

conservacionistas e éticos da proposta.

Palavras-chaves: Teledsteos, Hematologia, Genotoxidade, Ecotoxicologia



LISTA DE TABELAS

Pag.
Tabela 1- Tipos celulares encontrados para Astyanax bimaculatus (valor médio)...... 22
Tabela 2- Tipos celulares encontrados para Astyanax bimaculatus (valores totais).... 22
Tabela 3- Frequéncia de miCrONUCICOS. ........eevvieevieeriieeiieeieeeiee e eve e 26

Tabela 4- Frequéncia de micronucleos (anélise univariada)...........cceeeveevieeecrveennneens 26



LISTA DE ILUSTRACOES

Pag.
Figura 1 — Tanques experimentais de confinamento de PeiXes........cccvvrrvvveervrerveenveenns 16
Figura 2 — Captura dos €XEMPIares..........cccueeerieeriieeieieiieesieeetee e e esreeseteeseseessaeeesneens 17
Figura 3 — Numero de células da série branca em Astyanax bimaculatus coletados
durante periodo inverno/seca em valores absolutos.........c.ecevveeevieriiiiiieenieeciieceeenn 23
Figura 4 — Numero de células da série branca em Astyanax bimaculatus coletados
durante periodo verao/chuvoso em valores absolutos.............ccceeceeeiiieniieniiieniieeieeee, 23
Figura 5 — Tipos celulares da série branca encontrados em Astyanax bimaculatus...... 24
Figura 6 — Frequéncia de micronucleos em eritrocitos da circulagdo periférica....... 25

Figura 7 — Série Vermelha em Astyanax bimaculatus eritrocitos sem alteragdes............ 27



SUMARIO

Pag.
INTRODUGAO. ... 11
OBJIETIVOS.....ooiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees e 15
MATERIAIS E METODOS.........coouiiiieieeeeeeeeeeeeseses s essessesse s sessassennen. 16
RESULTADOS E DISCUSSAO. ..o 21
CONCLUSAO. ..., 31

REFERENCIAS . ... oo oo e e, 33



11

INTRODUCAO

O crescimento dos centros urbanos, a constante expansao de seus limites, e a
insuficiéncia ou inexisténcia de praticas adequadas de saneamento, destino de residuos
solidos, contemporaneamente ¢ uma realidade facilmente perceptivel, e na confluéncia com
estas caracteristicas do meio urbano, a atividade agropecudria também se projeta de
maneira expansiva e inapropriada, usando dos espagos fronteiricos aos ambientes naturais e
cursos d’agua. A proximidade entre o ambiente antropizado ou voltado a producdo
agropecuaria com os ambientes naturais pode acabar resultando em alteragdes significativas
aos ecossistemas € aos organismos vivos nestes presentes, que sobrevivem em fungao dos
recursos naturais, incluindo populagdes humanas.

A sanidade humana ¢ outro aspecto de relevancia, de acordo com Holdgate (1979) a
atividade antropica provoca alteragdes ambientais significativas, tanto na area urbana
quanto na rural. Muitos dos materiais relacionados as areas de ocupagdo humana provocam
impactos ambientais e oferecem riscos a satide do homem.

Os posteriores resultados de agdo antropica sobre os organismos vivos, € que
condicionam modificagcdes nos ambienteis naturais e necessitam de consideragdes tangiveis
e de relevancia, requerendo estudos cientificos mais aprofundados, visando o
monitoramento das condi¢des e a preservacdo dos ambientes naturais. A natureza e o
aprofundamento dos estudos cientificos possibilitardo a sugestdo de acdes preditivas,
profiléticas ou paliativas a efeitos continuos e degradantes ao meio.

A influéncia das atividades humanas sobre as caracteristicas do meio e os potenciais
riscos as espécies nativas ou exoticas cultivadas, precisam ser melhor estudadas para a
geragdo de subsidios que possam ser utilizados como indicadores da condigdo destes
ambientes e a natureza dos riscos aos quais se expdem as espécies que os habitam
(SINGH et al, 2009). Para este tipo de estudo, torna-se necessario o emprego de matrizes
ambientais, como indicadores que estejam expostos ou associados aos fatores de risco.
Alguns exemplares da fauna de determinados ambientes sdo mais adequados, pois
apresentam caracteristicas ecologicas fundamentais, como relagdes troficas abrangentes,
ampla distribui¢do territorial, resisténcia e adaptabilidade, podendo ser desta forma descrita

a espécie abordada neste estudo, Astyanax bimaculatus, Linnaeus (1758).
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O Brasil ¢ extremamente beneficiado por possuir uma enorme gama de mananciais
e cursos d’agua. Sabe-se, de acordo com Esteves (1998) que o pais, no que diz respeito a
quantidade de agua, ¢ dono da maior reserva de agua doce, com seus rios ¢ lagos
distribuidos por todo seu territorio, apresentando clima e condi¢des limnologicas favoraveis
a grande diversidade de espécies de peixes e outros organismos aquaticos. No entanto, o
pais sofre com os contrastes do progresso agropecuario e industrial, expondo os diversos
ambientes naturais, em seu territorio, ao efeito de xenobioticos € a uma grande diversidade
de poluentes, substancias caracteristicas da atividade humana que nao sdo encontradas na
natureza em determinadas concentragdes, como os residuos de metais. Tais substancias,
residuos oriundos da producdo industrial, da producao agricola e dos esgotos urbanos, sao
posteriormente, destinados aos cursos d’agua por varios meios, pelo despejo direto, pela
acdo das chuvas como carreadora de substancias, pelo processo erosivo de areas de
producao e conseqiiente, deposi¢do e assoreamento, pela dispersao area, ou por precipitacao
pluviométrica, que, possivelmente, ao se estabelecerem em rios, corregos e lagos, podem
representar riscos com grande potencial de causar alteragdes quimicas e bioldgicas muito
significativas a qualidade da agua, dos ecossistemas aquaticos e dos seres vivos neles
presentes ou a eles associados.

A partir destas premissas, evidencia-se a necessidade de se avaliar o grau das
alteracdes provocadas por atividade antropogénica, sendo este o principal objetivo da
ecotoxicologia, definida por Ramade (1977) como a ciéncia que tem por objetivo estudar as
modalidades de contaminagdo do ambientes por poluentes naturais ou sintéticos,
produzidos por atividades humanas, seus mecanismos de agdo e seus efeitos sobre o
conjunto de seres vivos que habitam a biosfera. Neste campo, a ecotoxicologia aquatica ¢
uma eficaz ferramenta para se verificar mudancas ambientais, sendo utilizada como
avaliadora da presenca de xenobidticos especificos sobre fontes hidricas. Caracteriza-se
pela observagao dos organismos vivos por meio de analises histologicas, hematoldgicas ou
bioquimicas a partir das amostragens, além de se atentar para as observagdes
comportamentais.

A andlise hematoldgica, entre os demais parametros que servem aos ensaios

ecotoxicologicos, ¢, segundo Ishikawa et al (2008) uma importante ferramenta para o
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processo de diagndstico de doengas. As técnicas usadas em mamiferos sdo amplamente
aplicadas em peixes, no entanto, com algumas modificagdes.

Qualquer organismo vivo pode servir como um indicador da presenca de
substancias estranhas ou agressdes bioldgicas que tenham a capacidade de comprometer a
sanidade do meio aquatico ou de um grupo de organismos especificos, contudo, os peixes
se destacam neste tipo de estudo em funcdo das muitas vantagens que oferecem, como a
sensibilidade a poluentes, a intima semelhanca tecidual e celular que conservam em relagao
aos mamiferos, e a facilidade no manejo e da mantenca em cativeiro . Além do fato de que
as hemacias do sangue periférico, em peixes, apresenta-se nucleadas, sendo o sangue um
tecido de facil amostragem, possibilitando ainda a sobrevivéncia dos animais amostrados.

O lambari do rabo amarelo, Astyanax bimaculatus, ¢ um peixe teledsteo da ordem
Characiforme, pertencente a familia Characidae, amplamente distribuido e presente nos
cursos e reservatorios de 4gua doce no Brasil, que se caracteriza por demostrar uma grande
plasticidade, considerando as relagdes troficas e de grande importancia quanto a indicacao
de qualidade do ambiente aquatico. Um animal oportunista que mantém habitos alimentares
bastante diversificados e que apresenta alta suscetibilidade as mudancas ambientais ou
ainda, a minimas alteracdes no grau de qualidade da agua, principalmente em relagcdo ao
nivel de concentra¢dao do oxigénio dissolvido, sendo capazes de respostas comportamentais
e provaveis alteragdes na configuragdo tecidual e hematologica.

O estudo de micronucleos, em eritrécitos do sangue periférico € um dos aspectos
das respostas em peixes, que nos permitem inferir sobre a presenca de xenobidticos no
ambiente aquatico contribuindo para o monitoramento ambiental. De acordo com Ranzani-
Paiva (1981), as variaveis hematologicas sao fundamentais como critérios de avaliagao das
condicdes fisiologicas e das relacdes das mesmas com o ambiente, em qualquer grupo
animal.

A andlise hematologica atende a necessidade constante de monitoramento das
condigdes ambientais, esta, importante para garantir ndo unicamente 0s parametros
adequados de sobrevivéncia dos diversos organismos vivos, mas também a sanidade
humana, principalmente quando se considera o consumo de agua para os diversos fins. Na

prerrogativa de entender as possiveis alteracdes e vulnerabilidades dos ecossistemas
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aquaticos e que interfiram em seu equilibrio e das populacdes destes dependentes, a
hematologia pode ser uma excelente ferramenta de analise.

Além das analises hematologicas, uma outra forma de se avaliar possiveis efeitos de
substancias quimicas, agentes fisicos ou os resultados do conjunto de condi¢des ambientais
nos organismos ¢ a influéncia destes sobre o material genético, sendo definidos como
efeitos genotodxicos, ou seja, aqueles que podem provocar alteragdes no material genético
das espécies. Uma das técnicas utilizadas para tais estudos seria a técnica de determinagao
da freqiiéncia de micronucleos sendo que a mesma pode ser aplicada em diferentes
organismos vivos, vegetais ou animais.

De acordo com Andrade et al (2005), o microntcleo consiste numa por¢ao
citoplasmatica de cromatina de forma redonda ou ovalada que se localiza préximo ao
nucleo. A sua formagao resulta de uma lise na molécula de DNA ( acido desorribonucléico)
, dias ou semanas apds a agdo de carcinégenos quando as células estdo em divisdo. Sao
constituidos, portanto, de fragmentos de cromatides ou cromossomos acéntricos ou
aberrantes que nao foram incluidos no nucleo apds a conclusdo da mitose. Assim, a
ocorréncia de micronucleo pode refletir a presenca de agentes genotoxicos. Grassi (2002)
aplicou a técnica de microntcleo para estudos relativos a determinacdo de efeitos
genotoxicos em peixes dos Rios Jaguari e Atibaia (SP/BR), obtendo bons resultados e
confirmando genotoxidade em tais ambientes, sendo tais resultados acompanhados por
analises limnologicas dos ambientes que indicavam sério comprometimento das condigdes
naturais.

Existem ainda outros aspectos utilizados para se detectar modifica¢des no quadro de
saude nos animais; um exemplo ¢ a indicacdo de alteragdes provocadas pela presenca de
patogenos, que podem ser apontados pela contagem e diferencial de elementos da série
branca (RANZANI —PAIVA, 1981).

O sangue ¢ um tecido responsavel pela distribui¢do de calor, transporte de gases,
nutrientes ¢ produtos de excrecdo, além de efetuar a defesa do organismo. A presenga, a
quantidade e a propor¢do das diferentes células no sangue periférico (vascular) reflete o
estado fisiologico do organismo, apresentando ampla variagdo em fungdo de fatores

externos e internos (RANZANI-PAIVA e SILVA-SOUZA, 2004).
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Para a caracterizagao de células da série branca em peixes teledsteos verifica-se que,
apesar da importancia dos estudos, para espécies nativas, esta area necessita de um maior
numero de analises que abordem caracteristicas como a tipologia de leucdcitos, associagao
de determinados tipos de série branca a agentes infecciosos e peculiaridades relativas as
espécies, bem como outros aspectos hematologicos.

Desta forma, este estudo pretender colaborar com esta area do conhecimento por
meio de analises para a tipificacdo de células da série branca em Astyanax bimaculatus e
verificar a possibilidade de ocorréncia de efeitos genotdxicos na espécie em condigdes de

cativeiro
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OBJETIVOS

Realizar a contagem diferencial de células da série branca em uma espécie de
teledsteo nativo, Astyanax bimaculatus em condig¢des de cativeiro.

Inferir sobre a freqiiéncia de micronucleos como indicativo de efeito genotdxico
induzido por substancias naturais ou substancias sintéticas.

Comprovar a eficacia de metodologia para amostragem sangiiinea pela pungdo da
artéria caudal destinada a confec¢do de laminas para o método de esfregaco, com reducao

da mortandade de animais na amostragem.
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MATERIAL E METODOS
Area Experimental

Os exemplares foram mantidos em 2 tanques escavados e revestidos com lona
plastica com dimensdes de 10x5x1m (fig.1), em &rea do campus da Universidade Estadual
do Mato grosso do Sul (UEMS), localizada no municipio de Dourados-MS. Os tanques sao
abastecidos a partir do reservatorio proximo a area experimental, sendo que os tanques
possuem registros de admissao individual de agua. Este tanque recebeu, durante o processo

de instalacdo, 5 quilos de solo do local . A introdug@o de espécies de macrofitas aquaticas

Figura 1 — Tanques experimentais de confinamento de peixes.

como Eichhornia crassipes, fito e zooplancton, foi efetuada com material proveniente do
Rio Miranda — MS, regido do Pantanal, em duas etapas, e do Rio Iguatemi — MS, havendo
posteriormente, permuta de material entre os tanques, com o objetivo de uniformizagdo em

relacdo as espécies, fito e zooplanctonicas. Estes procedimentos visaram iniciar o
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povoamento por organismos aquaticos para a obtencdo de caracteristicas proximas das
naturais, incluindo a oferta de itens alimentares naturais para as espécies de peixes.

Apds a coleta para a introducdo de plantas aquaticas foram realizadas coletas de
varias espécies de peixes (8), sendo uma delas a espécie de estudo Astyanax bimaculatus,
com um lote inicial de 60 animais, clinicamente, com boa sanidade. Posteriormente a fase

de adaptacdo os animais se reproduziram até atingir a populagdo atual de amostragem.
Captura dos Animais
A captura dos animais para o experimento foi realizada em dois periodos, sendo que

em cada um deles foram capturados 25 exemplares, com tamanho médio entre 4,5 a 8 cm

de comprimento e pesando de 4 a 8,5 g.
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As coletas se deram no més de novembro de 2009 (primeira bateria) e abril de 2010
(segunda bateria), utilizando uma rede de arrasto (picaré¢) com malhas de 1 cm, 10mx2m
com “saco” de 2,5m.

Os peixes foram rapidamente transportados dos locais de coleta em caixas de 25L,
com aerac¢ao natural até o local de estudo (Laboratério de Ecofisiologia LEF/UEMS). Apds

a coleta de sangue, os espécimes foram devolvidos aos tanques de cultivo.

Amostragem e Analise Hematologica

Em cada bateria, foram coletadas amostras sanguineas de 25 individuos utilizando
seringas hipodérmicas de vidro de 3 ml e agulhas heparinizadas. O anticoagulante utilizado
foi a heparina (Liquemine), sem prévia diluicdo e com subita imersao das agulhas e tomada
de aliquota suficiente para banhar a regido inicial do embolo da seringa, no ato da
amostragem.

Os animais, durante todo o processo metodoldgico, foram manipulados respeitando
os principios éticos e objetivando o minimo de injurias possiveis, tal que, apos a
amostragem, fosse lhes garantida a sobrevivéncia.

Dos individuos amostrados foi retirada uma pequena aliquota de sangue por meio de
puncdo da artéria caudal tal que proporcionasse a boa efetivagdo do método de esfregago
sem implicagdes de sacrificios. Apos a amostragem todos os individuos foram devolvidos a
caixa de transporte e levados de volta ao tanque experimental.

Usaram-se laminas de ponta fosca, devidamente higienizadas e numeradas
conforme o numero e a bateria de amostragem do individuo, seguindo o processo de
esfregaco de sangue.

Aplicou-se o material (gota de sangue periférico) proximo a ponta fosca da lamina.
De cima para a dire¢do oposta, encostou-se uma segunda lamina na borda da gota de
sangue. Esta, naturalmente corre e se espalha ao longo da borda enquanto segue-se com a
segunda lamina para dire¢do oposta respeitando-se uma inclinagdo de 70 graus, em um
unico movimento até o fim da borda da lamina que recebeu o material.

Para os 25 individuos de cada uma das duas baterias foram utilizados dois tipos

de coloragdes, e, portanto, produzidas duas laminas para cada individuo. Para a contagem e
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diferenciacdo de células da séria branca utilizou-se a solucdo corante Leishman e para
identificagdo e freqiiéncia de micronticleo em eritrocitos usou-se o método da Reagdo de
Feulgen — hidrolise em HCI 5 N, a temperatura ambiente, durante 20 minutos, lavagem em
agua destilada (+ 5° C), lavagem em agua corrente, secagem a temperatura ambiente,
imersao em Reativo de Schiff (120 minutos), a temperatura ambiente, em ambiente escuro,
lavagem rapida em agua destilada, secagem a temperatura ambiente; imersao em solugao de
Fast-Green acido (1 minuto), lavagem rapida em agua destilada e secagem a temperatura
ambiente.

A freqiiéncia de micronticleos [MN]| foi determinada em eritrocitos da circulagao
periférica, segundo a metodologia proposta por (SCHMID, 1975).

Determinou-se que seriam considerados validos para efeito de genotoxinas,
apenas os casos com ocorréncia de [MN| em, no minimo, 3 células a cada 1.000; estruturas
refringentes ndo devem ser consideradas como [MNs| como proposto por (SCHMID, 1975);
a coloracdo do MN deve ser idéntica a do nticleo; apenas eritrocitos individualizados com
formato oval e citoplasma intacto devem ser contados, evitando-se células sobrepostas ou
que apresentem dobras; considera-se [MN| estruturas menores ou iguais a um ter¢o do
nucleo principal e claramente separados.

Foram contados 1000 eritrdcitos por animal, sob microscopia dptica comum, em
resolugdo de 10 X 125, em imersao.

Para diferenciagdo e quantificagdo das células da séria branca, utilizou-se
também o material corado pelo método de Reacdo de Feulgen, pelo grande nimero de
células que puderam ser caracterizadas neste tipo de coloragdo e também pela boa
qualidade obtida nessas laminas.

Na coloragdo usando o corante Leishman, obedeceu-se o seguinte protocolo:
imediatamente, apoOs o esfregaco, as laminas foram deixadas sob secagem em temperatura
ambiente e fixadas em metanol por dois minutos, sendo, posteriormente, lavadas em agua
corrente e devidamente acondicionadas ao abrigo de luz. No processo de coloragdo, apds a
confeccao do esfregaco e rapida secagem a temperatura ambiente, as lJaminas foram imersas
em cubas de 200 ml do corante Leishman por 3 minutos, rapidamente lavadas em agua

corrente € novamente expostas a temperatura ambiente para secagem.



21

A caracterizacdo de leucocitos seguiu a metodologia descrita em (RANZANI-
PAIVA, 1981; ROBERTS, 1981) e foi realizada por meio de microscopia optica, com lente
objetiva de imersao.

A andlise estatistica univariada e teste T para duas amostras foram realizadas
utilizando o programa Past, enquanto que, para a elaboracdo dos graficos utilizou-se o

programa Excel.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante a analise geral dos elementos da série branca observou-se uma consideravel
diversidade de tipos celulares. A coloragdo para a contagem diferencial e a tipificacdo dos
elementos da série branca proposta na metodologia baseou-se na utilizagdo do corante
Leishman. No entanto, as preparagdes nao apresentaram resultados satisfatorios. Entretanto,
a coloragdo para contagem de micronucleos empregando a Reacao de Feulgen apresentou
excelentes resultados para a coloragdo dos elementos da série branca, sendo a contagem
diferencial efetuada a partir das laminas utilizadas para a contagem de micronucleo. Estas
preparagdes permitiram evidenciar o nucleo e conteudo citoplasmatico, com razoével
contraste e diferencas nos padrdes de cores, entre nicleo e citoplasma, bem como em
alguns tipos celulares a observagdo de granulos, como no caso de basofilos.

Em Astyanax bimaculatus, neste estudo foram encontradas as seguintes células da série
branca: linfocitos, mondcitos, neutrofilos e basofilos de acordo com os valores observados
nas tabelas 1, 2 e figura 3 e 4, sendo indicados os tipos na figura 5. Comparando-se os
valores obtidos com aqueles encontrados na literatura para peixes teledsteos, observou-se
que o numero de linfocitos em A.bimaculatus, que neste estudo que foi de 65,4% ¢ similar
aos valores encontrados para as outras espécies. Os valores observados na literatura,
portanto, encontram-se ajustados a faixa de valores, maiores ou menores, de acordo com as
espécies, variando os mesmos de 19,7% a 95,5% Ranzani-Paiva (1981) e Roberts (1981),.
Os valores em A.bimaculatus para os demais tipos celulares também se apresentam dentro
da faixa de variacdo encontrada na literatura, como o verificado na tabela 4. Apesar das
diferencas observadas em relagdo aos elementos da série branca comparando-se as duas
épocas de amostragem, essas diferencas ndo foram significativas, (p > 0,6). Porém se
observa um discreto aumento do nimero de células na segunda amostragem. Este efeito
pode ser atribuido ao estresse do periodo reprodutivo.

Durante este periodo que coincide com o verdo, a maioria das espécies de agua doce,

apresenta intensa atividade em funcdo da reproducdo e conseqiientes gastos metabolicos e



23

variagcdes hormonais, que se refletem nos indices hematoldgicos, o que se verificou na
espécie em estudo.

Além dos detalhes ligados a reprodu¢do, uma diferenca ambiental marcante durante o
periodo de verdo ¢ o aumento da atividade da maioria dos predadores, parasitas e
organismos infecciosos, como bactérias e fungos, e que também pode estar ligada a

presenca de agentes xenobioticos, (SINGH et al, 2009).

Tabela 1 — Tipos celulares encontrados em exemplares de Astyanax bimaculatus nos dois
periodos de amostragens, apresentados em valores totais, médios, percentuais e desvio
padrao (n = 25).

1" Amostragem 2’ Amostragem
Tipos Celulares Fim do Periodo de Fim do Periodo de
Inverno/Seca Verao/Chuvoso
Novembro/2009 Abril/2010
1971 T 2222 T
Linfocitos 78,84 M 88,88 M
63,0725 Dp 67,4279 Dp
67.61 % 63.55 %
440 T 683 T
Mondcitos 19,13 M 29,542 M
17,5071 Dp 28,3253 Dp
15.09 % 19.53 %
415T 498 T
Neutroéfilos 18,043 M 20,75 M
21,0614 Dp 17,9998 Dp
14.23 % 14.24 %
8T 93T
Basofilos 3,56 M 3,72M
4,3309 Dp 5,71198 Dp
3.05% 2.66 %

Legenda: T— Nimero total; M — Média; % — Valor percentual; Dp — Desvio padrao.

Tabela 2 — Tipos celulares encontrados em Astyanax bimaculatus apresentados em valores
totais e percentuais do total (n = 50).

AMOSTRAGENS Lf % Mn % Nt % Bs %

Total 4.193 65.40 1.123 17.51 913 14.24 182 02.83

Legenda: Lf — Linfécito; Mn — Monécito; Nt — Neutréfilo; Bs — Baséfilo.
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As diferencas entdo observadas considerando as duas épocas de amostragem podem ser
atribuidas a fatores como sexo, idade, ou o fato de alguns animais apresentarem, em

hipdtese, um quadro infeccioso ou de toxicidade.
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Figura 3 — Numero de células da série branca em Astyanax bimaculatus(n = 25)
coletados durante periodo inverno/seca (novembro/2009) em valores absolutos
Linfocito (Lf); Mondcito (Mn); Neutrofilo (Nt); Basofilo (Bs).
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Figura 4 — Numero de células da série branca em Astyanax bimaculatus (n = 25)
coletados durante periodo verao/chuvoso (Abril/2010) em valores absolutos.
Linfocito (Lf); Mondcito (Mn); Neutrofilo (Nt); Basofilo (Bs).
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Figura S — Tipos celulares da série branca encontrados em Astyanax bimaculatus:
Linfocito (Lf); Monocito (Mn); Neutrofilo (Nt); Basofilo (Bs). PAS,1000x

Alguns exemplares apresentaram valores da série branca acima da média da
populagdo amostrada; estes resultados poderiam indicar um quadro de saude diferenciado.
Outro aspecto que deve ser ressaltado em relagdo aos valores de série branca, similares nos
dois periodos de amostragem, ¢ o fato que nos ambientes de coleta tem sido observado que
os animais iniciam o seu periodo reprodutivo a partir de setembro e o ciclo continua até
meados de abril. Assim, a popula¢do amostrada teria o efeito da reproducdao sobre os
aspectos hematologicos distribuido de forma similar em ambas as amostras, mas, indicando
ligeiro aumento dos elementos da série branca no fim do periodo reprodutivo.

Outra hipotese que corrobora a afirmagao de efeitos de um quadro infeccioso ou de

toxicidade serem as causas para valores acima da média quanto ao niumero de linfocitos, em
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alguns exemplares, ¢ o fato de alguns deles apresentarem uma maior frequéncia de

micronucleos, (figura 6).
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Figura 6 — Frequéncia de micronucleos em eritrécitos da circulagdo periférica
determinada em Astyanax bimaculatus para duas amostras, inverno/seca n =25
e verao/chuvoso n = 25.

O exemplar 2 da segunda amostragem, apresentou o maior numero de micronucleos
(13) do total de amostras, e apresentou também o maior nimero de linfocitos (226),
sugerindo uma relagdo entre numeros de micronucleos e caracteristicas da série branca. No
entanto, o exemplar 21 da primeira amostragem apresentou valor elevado de micronucleos
(8), porém, o numero de linfocitos (50), mostrou-se abaixo da média desta variavel
determinada para a espécie neste estudo. Assim, ndao se pode afirmar que haja uma relagao
entre o numero de micronucleos e os elementos da série branca em Astyanax bimaculatus,
nas condigdes experimentais deste estudo.

A frequéncia de micronucleos determinadas para as duas amostras evidenciaram efeito
genotdxico na maioria dos exemplares, sendo significativa a contagem em 48% (n = 25)
dos animais da primeira amostragem e de 40% (n = 25) na segunda amostragem, ( tabelas 3

e4).
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Tabela 3 — Frequéncia de microntcleos em eritrocitos determinada em Astyanax
bimaculatus, (n = 25) apresentados em valores absolutos e percentuais das amostragens de
inverno/seca e verdao/chuvoso.

N° de exemplares com % de exemplares com Exemplares com N° % de exemplares com

micronucleos do total micronucleos do total significativo de N° significativo de
amostrado amostrado micronucleos micronticleos
1? 24 96% 12 48%
Amostragem
28 22 88% 10 40%
Amostragem

Tabela 4 — Frequéncia de micronticleos em eritrocitos determinada em Astyanax
bimaculatus, valores comparados por analise univariada e teste T para duas amostras,
inverno/seca e verao/chuvoso (n = 25).

1* Amostragem 2* Amostragem
Meédia 2,96 2,6
Desvio Padrao 2,15 2,69
Valor de p 0,6

p <0,05.

Os resultados indicaram que as condi¢des ou agentes que provocam o efeito de
genotoxidade agem ou estdo presentes de forma semelhante ao longo de todo o periodo de
amostragem, sendo verificado na maioria dos animais e de maneira significativa em
praticamente 50% da populagdo. No entanto, quando comparados os resultados das duas
amostras, nao se verificaram diferengas significativas (P> 0,6) entre as mesmas quanto ao
numero de micronucleos em eritrocitos. Assim, pode-se inferir, de um modo geral que o
efeito esteja distribuido uniformemente na populacdo, sendo constatado em 96% da
primeira amostragem e 88% da segunda amostragem, embora, significativo em cerca de
50%, (tabela 3 e figura 7).

Entretanto, apesar de ndo significativas as diferengas entre as duas amostragens,
observou-se que a populacdo da primeira amostragem apresenta valores maiores de
microntcleos em um ntimero superior de exemplares (12). Este efeito poderia ser atribuido
pelo fato da populacdo amostrada ter sido exposta aos efeitos do inverno e da seca. No
ambiente de estudo, observou-se que durante o periodo de inverno/seca a populacao de
algas diminui, no entanto, ocorre maior evaporacdo da agua contida nos tanques
experimentais, o que, conseqiientemente, obriga o abastecimento constante dos tanques

com a reposicdo do volume de agua, e, isto poderia provocar um efeito de concentragao de
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possiveis agentes quimicos, provenientes da agua de abastecimento. A 4gua de
abastecimento dos tanques ¢ proveniente de poco que recebe tratamento a base de cloro. O
tratamento, por si proprio, ¢ um fornecedor de xenobiodticos, que em determinados
gradientes de concentracdo, se torna capaz de atuar como um potencial agente mutagénico,
como o verificado por Scarpato et al (1990), que relataram os efeitos da dgua clorada na
inducdo de micronticleos em moluscos de agua doce.

Além do possivel efeito do cloro proveniente do tratamento da dgua que abastece os
tanques experimentais, a fonte de agua, o lengol freatico, pode estar sujeito a contaminacao
por agentes quimicos oriundos da atividade agropecudria na regido. No entanto, a

comprovagao de tal hipotese dependeria de analise cromatografica da 4gua armazenada no

Figura 7 - Série Vermelha em Astyanax bimaculatus: eritrocito sem alteracdes
(Er); Trombocito (Tb); Microntcleo em eritrocito (Mc); Anomalia nuclear
em eritrocito (An). PAS,1000x.
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subsolo (GRASSI, 2002; RAMADE, 1977).

Uma outra hipotese para a origem dos efeitos genotdxicos observados seria a produgdo
de toxinas liberadas por algas ou macroéfitas aquaticas. Esta hipdtese foi levantada em
trabalho anterior na mesma area, com a mesma espécie de objeto de estudo deste trabalho,
(BERTIL, 2007). Um aspecto ecologico da espécie que corrobora tal hipotese abordada neste
estudo ¢ o fato da mesma se alimentar de raizes de aguapé, Eichhornia crassipes e
provavelmente, de Salvinia molesta nas condigdes de confinamento deste estudo. Este
comportamento ¢ freqiientemente observado no local, principalmente durante o periodo de
inverno/seco, quando hd uma diminui¢do considerdvel no numero de insetos e outros
organismos aquaticos, base de alimentagdo da espécie. Tais macrofitas sao dotadas da
capacidade de, em simbiose com microorganismos, metabolizar e acumular determinados
metais que possuem o potencial genotoxico, (MIRANDA et al, 2007; OLIVEIRA et al,
2001). Ainda em relagdo a produgdo de toxinas por organismos vegetais, considera-se a
hipétese de liberagdo destes agentes por algas em ambientes eutrofisados (BRANDAO,
2008; MANFRA JUNIOR, 2005). Os tanques acumulam materiais dispersos pelo ar
(poeira) que seriam a fonte de nutrientes para a produgdo de algas, como pode ser
verificado pela quantidade de matéria organica acumulada no fundo dos tanques, e também,
pela produ¢do de macrofitas que ocupam, em determinas €pocas, toda a superficie do
tanque, (BRANDAO, 2008). Normalmente, a toxicidade de microalgas tem maior
expressividade quando a sua populagdo ¢ aumentada no ambiente aquatico, entretanto,
Van-Dolah (2000) afirma que, em alguns casos, mesmo as baixas concentracdes de
microalgas ja sdo suficientes para manifestar um efeito danoso, o que caracteriza o efeito de
floragdo. Outro aspecto relevante que pode ser associado aos resultados ¢ o descrito por
Resende e Machado (2004) que identificaram um maior florescimento de algas, produtoras
de toxinas no periodo de abril a julho, periodos caracteristicos de menores temperaturas.
Assim, no caso em estudo, se algas toxicas apresentam maior floracdo no periodo de
inverno/seco, os animais amostrados em periodo posterior, novembro, certamente foram
expostos aos efeitos destas algas.

Um outro aspecto que favorece o acimulo de matéria organica ¢ o revestimento de
lona dos tanques, sendo a lona, outra possivel fonte de elementos xenobidticos, embora,

ndo se tenha, por hora, a possibilidade de comprovar tal hipétese. Contudo, sabe-se que a



30

lona pléstica, por se tratar de um polimero sintético, apresenta um certo grau de toxicidade
a qualquer organismo, embora, de acordo com a literatura, esses niveis de toxicidade sejam
minimos, ainda assim se configura uma oferta de residuos quimicos para o ambiente
aquatico em questao (SOARES et al., 2002).

Ainda ha outras ofertas de agentes quimicos com potencial mutagénico que podem ser
inferidos por estarem presentes no ambiente pesquisado. Todavia, pode-se acreditar,
mesmo que remotamente, que os efeitos genotoxicos observados sejam em conseqiiéncia do
acimulo de metais como o cromo em sua forma de trivaléncia, elemento fornecido por
meio da racdo a base de milho. De acordo com Fujimoto et a/ (2008), o cromo em sua
forma trivalente ndo ¢ toxico aos organismos, por ndo conseguir transpassar pelas
membranas celulares, sendo um elemento ndo reativo, facilmente metabolizado e
eliminado. Contudo, o cromo na sua forma hexavalente ¢ altamente toxico a saude dos
organismos, podendo atravessar as membranas celulares e nucleares com grande facilidade,
passando a reagir com proteinas e acidos nucléicos no interior da célula.

Dentro das observagdes de Richard e Bourg (1991), percebe-se que a concentracao,
tanto de cromo trivalente como de cromo em seu estado hexavalente nos ambientes
aquaticos, ¢ regulada pela reacdo de oxi-reducdo, ou seja, a transformag¢do do cromo
trivalente em hexavalente ou vice versa, que pode acontecer apenas na presenca de outro
par redox, no qual recebe ou libera os trés elétrons necessarios para ocorrer a reagdo. Em
ambientes aquaticos poluidos a concentragdo de oxigénio ¢ baixa e a redugdo do cromo
trivalente para hexavalente ¢ favorecida, sendo facilmente absorvido por seres constituintes
do ecossistema local.

Como anteriormente inferido, a hipdtese em discussao € remota, ja que o ambiente em
estudo ndo apresenta caracteristicas de ambientes poluidos, mas foi considerada em virtude
de que, em determinadas épocas os tanques encontravam-se densamente povoados por
macrofitas aquaticas e com pouca renovagao de agua e eventualmente recebe ragdes a base
de milho em fung¢do da diminuigdo de itens naturais da dieta, insetos e outros invertebrados
aquaticos.

Entre as células observadas, notou-se também a presenga de trombocitos, células
responsaveis pela coagulacdo do sangue, e de grande importancia para a prevengdo de

perda de fluidos teciduais em decorréncia de lesdes superficiais. Tipicamente sdo células
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alargadas e fusiformes (ROBERTS, 1981). Em Astyanax bimaculatus, estas células
apresentam-se em tamanho inferior aos eritrocitos, de forma alongada, com um nucleo
reniforme/ovalado e ocupando a maior parte do volume celular e de observagdo rara nas
laminas, o que denota que os animais amostrados nao teriam sofrido injurias fisicas durante

o periodo anterior a amostragem..
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CONCLUSAO

Os elementos da série branca em contagem diferencial encontrados para Astyanax

bimaculatus foram:

Linfécitos - 65,40%,
Monocitos — 17,51%,
Neutrofilos — 14,24%
Basofilos — 02,83%.

Constatou-se que ndo houve alteracdes significativas, comparando-se os exemplares
das duas épocas de amostragem (p>0.6).

A frequéncia de micronucleo em eritrocitos da circulagdo periférica apresentou-se
em 44% de todos exemplares amostrados. A frequéncia foi significativa em 48% dos
exemplares da primeira amostragem e em 40% da segunda.

Nao foram consideradas significativas as diferengas entre as duas épocas de
amostragem, quanto ao nimero de micronucleos (p>0,6).

Baseados nos resultados ¢ fato de que existem agentes genotoxicos, ou um conjunto
de agentes presentes no ambiente aquatico estudado e que sua permanéncia neste ambiente
vem atuando uniformemente em uma por¢do muito expressiva da populagdo de Astyanax
bimaculatus.

Para o efeito de genotoxidade observado considera-se: toxinas liberadas por
microalgas aquaticas; liberagdo de agentes quimicos contidos na massa verde de macrofitas
aquaticas; elevagdes no gradiente de concentracdo provenientes do tratamento de agua
utilizadas no abastecimento dos tanques; liberacao de residuos contidos na lona pléstica que
revestem os tanques experimentais; contaminagao proveniente da alimentagdo externa;

Entre essas afirmacdes, a de maior probabilidade ¢ a primeira, ja que durante a
pesquisa constatou-se uma forte presenca de microalgas na lamina superficial do ambiente
em estudo.

Outro ponto conclusivo, € que, claramente nao ha relagdes diretas entre o nimero de

elementos da série branca e a frequéncia de micronucleos. Mais estudos
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A metodologia utilizada neste trabalho para a retirada de aliquota sanguinea em
Astyanax bimaculatus, para determinagdes hematologicas apresentou bons resultados,
permitindo a execug¢do da metodologia proposta, garantindo a sobrevivéncia dos

exemplares, podendo ser recomendada, considerando aspectos conservacionistas e €ticos.
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