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1 Introducéo

Atualmente nota-se que a qualidade e diversidade do meio ambiente esta
comprometida e esse comprometimento em grande parte é devido as atividades humanas,
dentre elas 0 modelo vigente da agricultura do Pais, que € baseada em producdo de alimentos
em grande escala e com excesso de agrotoxicos, sendo que este modelo afeta, além dos
alimentos e solos, 0s rios e oceanos, pois residuos de agroquimicos sao levados pelas chuvas e
depositam-se nas aguas.

Diversos estudos tém demonstrado que os agrotoxicos podem ser genotoxicos e
influenciar na fertilidade, composi¢cdo genética e sobrevivéncia de popula¢es. Na questdo de
composicdo genética, a exposi¢do aos agentes genotoxicos acarreta em mutacdes de ponto e
alteracfes cromossdmicas, numéricas e/ou estruturais (BONASSI, 2011).

A andlise dos efeitos de determinadas substancias ou contaminantes quimicos sobre
organismos aquaticos tém sido realizada utilizando-se bioindicadores da qualidade das &guas.
O Teste de Micronucleos representa um eficiente método para o biomonitoramento de
populacBes expostas a agentes genotdxicos, alem disso, 0 aumento da frequéncia de células
micronucleadas tem sido relacionado a exposicdo a diferentes meios cancerigenos,
corroborando assim no auxilio a prevencéao de doengas (RIVEIRO, 2007).

O Teste de Micronucleo pode ser desenvolvido em toda a diversidade de animais,
sendo que no caso de animais aquaticos os peixes sdo mais comumente utilizados. No
presente trabalho teste foi desenvolvido com a espécie Hoplias malabaricus, popularmente

conhecida como traira, encontrada comumente em todas as bacias hidrograficas da América
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do Sul, exceto na regido transandina e na Patagbnia. A espécie é encontrada principalmente
em ambientes Iénticos, com grande quantidade de agua parada ou com pouca correnteza, de
alimentacdo carnivora, e foi escolhida, pensando nas suas caracteristicas e na influéncia destas
como boas indicadoras ambientais de genotoxicidade, sendo estes peixes altamente
recomendados para determinados ensaios citogenéticos e proporcionando assim bons
resultados para pesquisas (AMARAL et al, 2009).

2 Objetivo

O objetivo geral do presente projeto foi de avaliar o potencial genotoxicolégico do Rio
Sarandi em Realeza — PR utilizando-se do teste citogenético de micronlcleo em peixes da
espécie Hoplias malabaricus, além de avaliar as anomalias nucleares em eritrocitos dos
peixes coletados e colaborar com dados cientificos sobre a qualidade da dgua de rios da regido

do sudoeste do Parana.

3 Metodologia

Os espécimes foram coletados em seu ambiente natural, no Rio Sarandi, em uma
propriedade rural nas coordenadas: 25°42°60’S 53°30°41”0. Foram coletados quatro (4)
peixes, em datas diferentes, com o auxilio de anzois e ap0s a coleta os mesmos foram
transportados em containers de plastico de 20L para o laboratério de Bioquimica da
Universidade Federal da Fronteira Sul, Campus Realeza - PR. No laboratério foram
acondicionados em aquérios aerados, onde permaneceram por 24h, em média, antes do inicio
das técnicas.

Para a coleta de sangue os animais foram transferidos para containers de plastico
com agua e com aproximadamente 7 gotas de eugenol por container, e ap6s estarem sedados
os mesmos foram transferidos para a bancada do laboratério. Coletou-se em média 1 a 2 mL
de sangue por animal, e ap0s a coleta o sangue foi depositado sob laminas e foi realizada a
técnica de esfregacgo, estas ficaram no laboratdrio, em temperatura ambiente, por 24 horas
para o procedimento de secagem. Apds cada lamina foi fixada em metanol por 15 minutos e
corado, por 20 minutos, com Giemsa.

Para encontrar a coloragdo mais adequada foram realizados testes, nos quais
aumentou-se gradualmente a quantidade de Giemsa. As laminas da espécime 01 foram

coradas com 5% de Giemsa, as laminas do peixe 02 foram coradas com 5% e 10% de Giemsa,
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no terceiro peixe a porcentagem de Giemsa utilizada foi de 20% e no ultimo foi de 50%, que
se provou como a coloragdo mais adequada as laminas confeccionadas.

As laminas foram analisadas em microscopios de luz om objetiva de 100X. As
analises dos micronucleos foram baseadas na classificacdo de Fenech (2000). Desta maneira,
os critérios utilizados foram:

¢ O micronucleo deve ser um tergco menor que o nucleo principal,

¢ O micronucleo ndo deve “tocar/encostar” no nucleo principal;

¢ O micronucleo ndo deve refringir, deve ter a mesma coloracdo e intensidade do
ndcleo principal.

A mesma lamina utilizada para a avaliagdo da genotoxicidade através do teste de
microndcleos também foi utilizada para analisar a citotoxicidade através de anomalias
nucleares. Para isso, foram pesquisadas e contabilizadas as células binucleadas, células com

nucleos “bleebed”, “lobed” e “notched” em 4.000 células por individuo.

4 Resultados e Discusséo

Todas as laminas analisadas demonstraram alteracdes nucleares e variagOes
morfol6gicas e numerais distintas, porém foram encontradas poucas modificacdes celulares
nas mesmas, nas quais encontraram-se apenas trinta e sete (37) micronucleos (Imagem 01),
cinquenta e quatro (54) células com alteragdo do tipo “Blebbed” (Imagem 02), dezessete (17)

nucleos do tipo “Notched” e quatro (4) células binucleadas (Imagem 03).

Imagem 01: Exemplo de Microndcleo Imagem 02: Alteragéo tipo “Blebbed”

Imagem 03: Alteragdo do tipo “Notched” Imagem 04: Exemplo de célula binucleada
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5 Concluséao

Notou-se que foram encontradas diversas anormalidades nucleares, principalmente as
do tipo “Blebbed”, ¢ essas alteragdes podem ser resultantes da genotoxicidade da 4gua do Rio
Sarandi, por ser proximo de regifes agricolas e podendo ter uma quantidade de residuos de
agroquimicos presentes na agua, conclui-se assim que os biomarcadores, como teste de
micronlcleo e pesquisa de anormalidades nucleares, sdo ferramentas importantes para
avaliacdo da genotoxicidade ambiental.

Outros estudos devem ser realizados, com mais especimes deste peixe do rio Sarandi
para confirmar os resultados encontrados e proporcionar comparagoes e analises estatisticas
entre as frequéncias dos micronucleos e anormalidades nucleares. Além disso, seria
interessante a realizacao de pesquisas relacionadas a qualidade da agua na busca pela presenca

de agrotdxicos dentre outros componentes quimicos.
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