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Resumo. Com presente trabalho os pesquisadores buscaram avaliar a existéncia de associacdo entre o
desenvolvimento gonadal e¢ a frequéncia de micronicleos e nicleos morfologicamente alterados em
eritrocitos de pacus (Piaractus mesopotamicus). As capturas ocorreram mensalmente no rio Aquidauana.
Para cada peixe foi realizada a analise de 3000 eritrocitos para a pesquisa de micronucleos e nucleos
morfologicamente alterados, utilizando-se esfregagco sanguineo corado com giemsa. Foram analisados 50
machos e 23 fémeas. Os sexos foram analisados separadamente. O teste de correlacio ndo mostrou
associacdo entre o desenvolvimento gonadal e a frequéncia de micronucleos e nicleos morfologicamente
alterados. Nas condi¢des do presente experimento, concluiu-se que o desenvolvimento gonadal em pacus nao
interferiu no incremento de microntcleos e nticleos morfologicamente alterados.

Palavras-chave. Eritrdcitos, peixes, pantanal.

Abstract. The present study aimed to evaluate the association of the gonad development with the frequency
of morphologically altered nuclei and micronuclei in erythrocytes of Piaractus mesopotamicus (pacu). The
capturing was conducted monthly in the Aquidauana river in 2004. After being collected, the fish
immediately underwent blood collecting procedures and preparation of smears used in the study of
micronuclei. After identification, the blades were fixed in methanol and transported to the laboratory. After
that they were colored with giemsa and analyzed through optical microscope for research on micronuclei in
the erythrocytes. For each fish specimen there was a count of 3000 erythrocytes for research on
morphologically altered nuclei and micronuclei. 73 fish specimens were analyzed, 50 of which were male
and 23 female. The sexes were analyzed separately. The study demonstrated that the gonad development has
not interfered in the rate of morphologically altered nuclei and micronuclei.
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Introducio

Os  micronucleos  originam-se  de
fragmentos cromossoémicos acéntricos que ndo sao
incorporados no interior do nucleo filho (efeito
clastogénico) ou de cromossomos inteiros, que
durante a segregacao ocorrida na mitose, atrasam-
se em relagdo aos demais na migragdo dos
elementos centrais para os podlos da célula na
anafase (efeito aneugénico) (Campana et al.,
1999). Os micronucleos sdo tipicamente
arredondados, possuem cor e morfologia
semelhantes ao nucleo principal que € nitidamente
estruturado com limite bem definido facilitando a
identificacdo de fragmentos em seu citoplasma

(Ateeq et al., 2002; Llorente et al., 2002). O teste
de micronucleos € uma promissora ferramenta
para o biomonitoramento de efeitos clastogénicos
em organismos aquaticos (De Flora et al., 1993).

Hughes & Hebert (1991) sugeriram existir
correlacdo entre as fases reprodutivas e a
ocorréncia de micronicleos com um provavel
aumento da incidéncia de microntcleos em
eritrocitos de Pseudopleuronectes americanus
relacionado ao seu periodo de reprodugao.

Os peixes sdo utilizados frequentemente
como bioindicadores da qualidade das &guas.
Entre as diversas espécies de peixes de agua doce
que poderiam ser utilizadas, o pacu (Piaractus
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mesopotamicus) destaca-se por sua ampla
distribuicdo abrangendo a bacia dos rios Prata e
Paraguai na América do Sul (Borghetti & Canzi,
1993).

O presente trabalho teve como objetivo
verificar a associa¢do entre o desenvolvimento
gonadal com a frequéncia de micronucleos e de
nicleos  morfologicamente  alterados  em
eritrocitos de pacus (Piaractus mesopotamicus)
capturados no rio Aquidauana, MS.

Material e Métodos
Local de Captura

O estudo foi realizado na Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, no Campus de
Aquidauana, MS e no Laboratério de Patologia
Clinica em Campo Grande, MS. As capturas
foram realizadas no rio Aquidauana, pertencente a
bacia do Alto Paraguai. Foi estabelecido um ponto
de captura no rio Aquidauana, localizado na
Cachoeira do Camisdo (20°28’58” S e 55°38°16”
W).

Os exemplares de pacus foram capturados
mensalmente, durante um periodo de 12 meses.
As amostras foram coletadas com uma rede de
lance e ap6s a captura dos peixes foram
encaminhadas para o laboratério a campo, sendo
anestesiados em solu¢do de benzocaina a 5% e
sacrificados. Foram analisados os seguintes
parametros: peso total (Wt), em quilogramas; peso
das gonadas (Wg), em gramas ¢ 0 sexo.

Relagdo Gonadossomatica (RGS)

Foi calculada segundo Vazzoler (1996):

RGS =Wg/Wtx 100

Onde: Wg = peso das gonadas; Wt = peso total

Microntcleos

Apos a captura dos peixes, foi retirado o
sangue por puncdo da veia dorso caudal e
realizado o esfregago convencional. Apds a
secagem, o material foi fixado em metanol por 15
minutos. Ao término de cada coleta as ldminas
foram coradas com giemsa, diluido em A&gua
destilada na concentragao final de 5%, durante 10

minutos. Na sequéncia, as laminas foram
observadas ao microscopio Optico Olympus CX
31 no aumento de 1000X. Em cada peixe foram
analisados 3000 eritrocitos, pesquisou-se a
presenga de micronicleos (MN) e nucleos
morfologicamente  alterados (NMA).  Os
resultados dos testes de micronucleos foram
expressos como frequéncias em 1000 eritrdcitos.

Distribuigao das Classes

O estudo da associagdo entre as variaveis
foi feito dentro das classes de sexo e da relagdo
gonassomatica (RGS). As classes de relagdo
gonassomadtica foram formadas de acordo com o
seguinte critério:

Machos - uma classe foi composta por 24
machos com RGS acima de 0,6 (génadas em
estagios iniciais e finais de matura¢do) e outra
classe foi composta por 26 machos com RGS
abaixo de 0,6 (imaturos).

Fémeas - uma classe foi composta por
sete fémeas com RGS acima de 7,0 (gonadas em
estagios iniciais ¢ finais de maturagdo) e outra
classe foi composta por 16 fémeas com RGS
abaixo de 7,0 (imaturos).

Analise Estatistica

Para estudar a associagdo entre a variavel
Relagdo Gonadossomatica (RGS) e as variaveis:
nimero de células com microntcleos (MN),
numero de células com nucleos morfologicamente
alterados (NMA) e nimero de células com alguma
das alteragdes anteriores (SOMA), foram
calculados os coeficientes de correlacdo de
Spearman (r;) respectivos, cuja significancia (Hy:
parametro=0) foi avaliada pelo teste de t (p<0,05)
(Zar, 1984). As andlises foram feitas usando o
procedimento CORR do programa SAS (1996)
para Windows versao 4.1.

Resultados e Discussao

Os resultados encontram-se nas Tabelas 1,
2 e 3. As andlises estatisticas ndo mostraram
nenhuma correlagdo significativa.
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Tabela 1. Coeficientes de correlagdo de Spearman (r;), respectivos valores-P do teste de significincia do
pardmetro (Hy: pardmetro=0) entre a variavel relagdo gonadossomatica (RGS) e as varidveis numero de
células com microntcleos (MN), niimero de células com nucleos morfologicamente alterados (NMA) e
numero de células com alguma das alteragdes anteriores (SOMA) de ambos os sexos em pacus (Piaractus

mesopotamicus).

Machos (n=50) Fémeas (n=23)
Variaveis RGS RGS

MN I -0.0546 0.3085
Valor-P" 0.7067 0.1521
NMA I -0.0381 0.0620
Valor-P 0.7927 0.7786
SOMA I -0.0670 0.1304
Valor-P 0.6437 0.5533

(1) Probabilidade de erro tipo I obtida no teste de t do parametro (Hy: pardmetro=0), cuja estimativa esta
acima do respectivo valor (p<0,05).

Tabela 2. Coeficientes de correlagdo de Spearman (r;), respectivos valores-P do teste de significancia do
parametro (Hy: pardmetro=0) entre a variavel relacdo gonadossomadtica (RGS) e as varidveis numero de
células com microntcleos (MN), nimero de células com nucleos morfologicamente alterados (NMA) e
numero de células com alguma das alteragdes anteriores (SOMA), em pacus (Piaractus mesopotamicus)
machos em duas classes de relagdo gonadossomatica.

Machos (n=26) Machos (n=24)

Variaveis RGS< 0,6 @ RGS> 0.6
MN I 0.07429 0.06471
Valor-PV 0.7183 0.7639

NMA I 0.01409 -0.02840
Valor-P 0.9455 0.8952

SOMA I -0.00722 -0.04193
Valor-P 0.9721 0.8458

(1) Probabilidade de erro tipo I obtida no teste de t do pardmetro (Hy: pardmetro=0), cuja
estimativa estd acima do respectivo valor (p<0,05). (2) RGS: pacus com relacdao
gonadossomatica abaixo e acima de 0,6%.

Tabela 3. Coeficientes de correlagdo de Spearman (r;), respectivos valores-P do teste de significincia do
parametro (Hy: parametro=0), entre a varidvel relacdo gonadossomatica (RGS) e as variaveis numero de
células com microntcleos (MN), niimero de células com nucleos morfologicamente alterados (NMA) e
numero de células com alguma das alteragdes anteriores (SOMA), em pacus (Piaractus mesopotamicus)
fémeas em duas classes de relacdo gonadossomatica.

Fémeas (n=16) Fémeas (n=7)

Variaveis RGS< 7,09 RGS>7,0

MN Iy -0.27116 -0.25944
Valor-P" 0.3097 0.5742

NMA Iy 0.12713 -0.7207
Valor-P 0.6389 0.8780

SOMA Iy 0.13117 -0.27028
Valor-P 0.6282 0.5577

(1) Probabilidade de erro tipo I obtida no teste de t do parametro (HO: pardmetro=0), cuja estimativa esta
acima do respectivo valor (p<0,05).
(2) RGS: pacus com relagdo gonadossomatica abaixo e acima de 7,0%.
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As taxas de micronucleos iguais ou acima
de 50 micronucleos em 1000 eritrocitos sdo

consideradas como indicativas da presenga de
agentes clastogénicos nos peixes (Grisolia, 2002).

Figura 1. Eritrocitos de Piaractus mesopotamicus. Seta indica micronucleo (400X).

Figura 2. Eritrocitos de Piaractus mesopotamicus. Seta indica niicleo morfologicamente alterado (1000x).

Na presente pesquisa observou-se
nimeros menores do que 2 em 1000. Isto indica
que nos peixes estudados ndo houve influéncia da
acdo de xenobidticos. As baixas frequéncias de
micronticleos detectadas devem ser devido a
menor acdo antropogénica exercida no rio
Aquidauana via efluentes de esgotos domésticos
que ndo apresenta compostos  quimicos
clastogénicos em concentragdes que produzam
efeitos citogenéticos nos organismos aquaticos;
em decorréncia deste fato nos peixes analisados,
ndo foi encontrada correlagdo entre a maturacio
gonadal e os micronicleos ou nucleos

morfologicamente alterados (Tabelas 4, 5, 6, 7, 8
e9).

O pacu e o linguado possuem ovos nao
aderentes demersais, porém o pacu apresenta
rapido crescimento, alta rusticidade, onivoro,
reofilico e pode ter menores impactos em sua
fisiologia via contaminantes depositados em
sedimentos no percurso do rio. A analise dos
caridtipos de pacus apresenta 2n=54 sendo
formado por 20 metacéntricos e 34
submetacéntricos e indica que a espécie ¢€
apropriada para a avaliagdio de efeitos
clastogénicos em programas de monitoramento
genético.  Segundo Hughes & Hebert (1991)
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sugerem que no linguado americano ha um correlacionado com o periodo de reproducdo
incremento do nuamero de micronucleos sendo que este peixe apresenta habitos costeiros

Tabela 4. Distribuicdes de frequéncia em peixes machos para a variavel nimero de células com
micronucleos (MN, em 3000) de acordo com a classe de relagdo gonadossomatica (CLRGS), em Pacus
(Piaractus mesopotamicus) capturados mensalmente no rio Aquidauana durante o ano de 2004.

CLRGS1? CLRGS2® Total

MN Freq’ Porc’ Freq. Porc. Freq. Porc.
0 17 65,38 18 75,00 35 70,00
1 4 15,38 2 8,33 6 12,00
2 2 7,69 3 12,50 5 10,00
3 2 7,69 2 4,00
4 1 4,17 1 2,00
5 1 3,85 1 2,00

Total 26 100 24 100 50 100

(1) CLRGSI1 — classe composta por 26 machos com RGS abaixo de 0,6 (imaturos). (2) CLRGS2 — classe
composta por 24 machos com RGS acima de 0,6 (gonadas em estadios mais avangados). (3) Frequéncia.
(4) Porcentagem.

Tabela 5. Distribuicoes de frequéncia em peixes fémeas para a variavel niumero de células com
micronucleos (MN, em 3000) de acordo com a classe de relagdo gonadossomatica (CLRGS), em Pacus
(Piaractus mesopotamicus) capturados mensalmente no rio Aquidauana durante o ano de 2004.

CLRGS1" CLRGS2" Total
MN Freq.’ Porc.” Freq. Porec. Freq. Porec.
0 11 68,75 1 14,29 12 52,17
1 4 25,00 3 42,86 7 30,43
2 1 6,25 1 14,29 2 8,70
3 1 14,29 1 4,35
4 0 0,00 0 0,00 0 0,00
5 1 14,29 1 4,35
Total 16 100 7 100 23 100

(1) CLRGSI — classe composta por 16 fémeas com RGS abaixo de 7,0 (imaturas). (2) CLRGS2 — classe
composta por sete fémeas com RGS acima de 7,0 (gdnadas em estadios mais avangados). (3) Frequéncia.
(4) Porcentagem.
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Tabela 6. Distribuigdes de frequéncia em peixes machos para a varidvel nimero de células com nucleos
morfologicamente alterados (NMA, em 3000) de acordo com a classe de relagdo gonadossomatica (CLRGS),
em Pacus (Piaractus mesopotamicus) capturados mensalmente no rio Aquidauana durante o ano de 2004.

CLRGS1" CLRGS2? Total

NMA Freq.’ Perc.’ Freq. Perc. Freq. Perc.
0 1 3,85 2 8,33 3 6,00
1 1 4,17 1 2,00
2 2 7,69 4 16,67 6 12,00
3 3 11,54 1 4,17 4 8,00
4 3 11,54 3 6,00
5 2 7,69 2 8,33 4 8,00
6 5 19,23 2 8,33 7 14,00
7
8 1 3,85 3 12,50 4 8,00
10 2 7,69 1 4,17 3 6,00
11 1 4,17 1 2,00
12 2 7,69 3 12,50 5 10,00
13 2 8,33 2 4,00
14 1 3,85 1 4,17 2 4,00
15 1 3,85 1 2,00
18
20 1 3,85 1 4,17 2 4,00
21
22 1 3,85 1 2,00
25 1 3,85 1 2,00
26

Total 26 100 24 100 50 100

(1) CLRGS1 — classe composta por 26 machos com RGS abaixo de 0,6 (imaturos). (2) CLRGS2 — classe
composta por 24 machos com RGS acima de 0,6 (gonadas em estadios mais avangados). (3) Frequéncia.
(4) Porcentagem.
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Tabela 7. Distribui¢des de frequéncia em peixes fémeas para a variavel nimero de células com nucleos
morfologicamente alterados (NMA, em 3000) de acordo com a classe de relagdo gonadossomatica (CLRGS),
em Pacus (Piaractus mesopotamicus) capturados mensalmente no rio Aquidauana durante o ano de 2004.

CLRGS1? CLRGS2@? Total
NMA Freq.’ Porc”. Freq. Porec. Freq. Porec.
0 1 6,25 1 14,29 2 8,70
1
2
3 2 12,50 2 8,70
4 3 18,75 3 13,04
5 1 6,25 1 14,29 2 8,70
6
7 2 12,50 2 8,70
8 1 14,29 1 4,35
10 1 14,29 1 4,35
11
12 2 12,50 2 28,57 4 17,39
13 1 14,29 1 4,35
14 1 6,25 1 4,35
15 1 6,25 1 4,35
18 1 6,25 1 4,35
20
21 1 6,25 1 4,35
22
25
26 1 6,25 1 4,35
Total 16 100 7 100 23 100

(1) CLRGSI1 — classe composta por 16 fémeas com RGS abaixo de 7,0 (imaturas). (2) CLRGS2 — classe
composta por sete fémeas com RGS acima de 7,0 (gbnadas em estadios mais avancados). (3) Frequéncia.
(4) Porcentagem.
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Tabela 8. Distribuicdes de frequéncia em peixes machos para a varidvel nimero de células com
micronucleos ou nicleos morfologicamente alterados (SOMA, em 3000) de acordo com a classe de relacdo
gonadossomatica (CLRGS), em Pacus (Piaractus mesopotamicus) capturados mensalmente no rio

Aquidauana durante o ano de 2004.

CLRGS1? CLRGS2? Total
SOMA Freq.’ Porc* Freq. Porc. Freq. Porc.
0 1 3,85 2 8,33 3 6,00
1 1 4,17 1 2,00
2 2 7,69 4 16,67 6 12,00
3 3 11,54 1 4,17 4 8,00
4 1 3,85 1 2,00
5 3 11,54 1 4,17 4 8,00
6 5 19,23 3 12,50 8 16,00
7
8 3 12,50 3 6,00
9
10 2 7,69 2 4,00
11 1 4,17 1 2,00
12 1 3,85 2 8,33 3 6,00
13 3 11,54 2 8,33 5 10,00
14 1 3,85 1 4,17 2 4,00
15 1 3,85 1 4,17 2 4,00
16 1 4,17 1 2,00
17
18
22 1 3,85 1 4,17 2 4,00
23 1 3,85 1 2,00
25 1 3,85 1 2,00
26
Total 26 100 24 100 50 100

(1) CLRGSI1 — classe composta por 26 machos com RGS abaixo de 0,6 (imaturos). (2) CLRGS2 — classe
composta por 24 machos com RGS acima de 0,6 (gonadas em estadios mais avangados). (3) Frequéncia.
(4) Porcentagem.

O figado produz precursores gonadais de
proteinas que liberam metabdlitos potencialmente
toxicos que poderiam elevar a taxa de
micronucleos (Hughes & Hebert, 1991).

Entretanto, nos peixes capturados
provavelmente ndo ocorreu influéncia de
metabolicos endogenos toxicos na taxa de
micronucleos produzidos durante os estadios de
maturacdo gonadal.
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Quanto aos nucleos morfologicamente alterados,
os mesmos sdo considerados indicadores da
presenca de agentes genotoxicos. No presente
trabalho as variacdes consistentes da forma
eliptica do nucleo e os nucleos vacuolados com
um orificio bem definido destituido de material
visivel que parece ser demarcado por uma
membrana; similarmente aos microntcleos nao foi
encontrada correlagdo com a maturagao gonadal
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Tabela 9. Distribuicdes de frequéncia em peixes fémeas para a variavel numero de células com
micronucleos ou nicleos morfologicamente alterados (soma, em 3000) de acordo com a classe de relagdo
gonadossomatica (CLRGS), em Pacus (Piaractus mesopotamicus) capturados mensalmente no rio

Aquidauana durante o ano de 2004.

CLRGS1" CLRGS? Total
SOMA Freq’ Porc.” Freq. Porec. Freq. Porec.
0 1 6,25 1 4,35
1 1 14,29 1 4,35
2
3 2 12,50 2 8,70
4 2 12,50 2 8,70
5 1 6,25 1 4,35
6 1 6,25 1 4,35
7 1 6,25 1 4,35
8 1 6,25 1 4,35
9 1 14,29 1 4,35
10 1 14,29 1 4,35
11
12 2 12,50 2 28,57 4 17,39
13
14 1 6,25 1 14,29 2 8,70
15 1 14,29 1 4,35
16
17 1 6,25 1 4,35
18 1 6,25 1 4,35
22 1 6,25 1 4,35
23
25
26 1 6,25 1 4,35
Total 16 100 7 100 23 100

(1) CLRGSI — classe composta por 16 fémeas com RGS abaixo de 7,0 (imaturas). (2) CLRGS2 — classe
composta por sete fémeas com RGS acima de 7,0 (gdnadas em estadios mais avangados). (3) Frequéncia.
(4) Porcentagem.

Conclusoes

Nas condigdes deste experimento nado
houve associagdo entre o desenvolvimento
gonadal e a Frequéncia de microntcleos e de
nicleos  morfologicamente  alterados  em
eritrocitos de pacus (Piaractus mesopotamicus)
capturados no rio Aquidauana.
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