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APRESENTACAO

As Ciéncias Bioldgicas, assim como as diversas areas da Ciéncia (Naturais,
Humanas, Sociais e Exatas), passam por constantes transformacdes, as quais sao
determinantes para o seu avango cientifico. Nessa perspectiva, a colecdo “A Pesquisa
em Ciéncias Biologicas: Desafios Atuais e Perspectivas Futuras”, € uma obra composta
de dois volumes com uma série de investigacdes e contribuicbes nas diversas areas de
conhecimento que interagem nas Ciéncias Biologicas.

Assim, a colecéo é para todos os profissionais pertencentes as Ciéncias Bioldgicas
e suas areas afins, especialmente, aqueles com atuagdo no ambiente académico e/ou
profissional. Cada volume foi organizado de modo a permitir que sua leitura seja conduzida
de forma simples e com destaque por area da Biologia.

O Volume | “Saude, Meio Ambiente e Biotecnologia”, reine 17 capitulos com estudos
desenvolvidos em diversas instituicdbes de ensino e pesquisa. Os capitulos apresentam
resultados bem fundamentados de trabalhos experimentais laboratoriais, de campo e de
revisdo de literatura realizados por diversos professores, pesquisadores, graduandos e pos-
graduandos. A produgéo cientifica no campo da Saude, Meio Ambiente e da Biotecnologia
€ ampla, complexa e interdisciplinar.

O Volume Il “Biodiversidade, Meio Ambiente e Educagédo”, apresenta 16
capitulos com aplicagdo de conceitos interdisciplinares nas areas de meio ambiente,
ecologia, sustentabilidade, botanica, micologia, zoologia e educagéo, como levantamentos
e discussdes sobre a importancia da biodiversidade e do conhecimento popular sobre
as espécies. Desta forma, o volume Il podera contribuir na efetivacédo de trabalhos nestas
areas e no desenvolvimento de praticas que podem ser adotadas na esfera educacional e
nao formal de ensino, com énfase no meio ambiente e manutencao da biodiversidade de
forma de compreender e refletir sobre problemas ambientais.

Portanto, o resultado dessa experiéncia, que se traduz nos dois volumes
organizados, objetiva apresentar ao leitor a diversidade de teméticas inerentes as
areas da Saude, Meio Ambiente, Biodiversidade, Biotecnologia e Educag¢édo, como
pilares estruturantes das Ciéncias Biolégicas. Por fim, desejamos que esta coletanea
contribua para o enriquecimento da formacgéo universitaria e da atuacdo profissional,
com uma visdo multidimensional com o enriquecimento de novas atitudes e praticas
multiprofissionais nas Ciéncias Biologicas.

Agradecemos aos autores pelas contribuicdes que tornaram essa edicéo possivel, e
juntos, convidamos os leitores para desfrutarem as publicacées.

Clécio Danilo Dias da Silva
Danyelle Andrade Mota
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RESUMO: O rio Catolé Grande banha o
municipio de Itapetinga, na regido Sudoeste da
Bahia, sendo a principal fonte de abastecimento
hidrico da populagéo. Apesar da sua importancia,
o rio vem sofrendo os impactos negativos ao
longo do seu percurso, o que compromete
a qualidade da sua éagua. Assim, objetivou-
se realizar o biomonitoramento do rio Catolé
Grande, através da avaliagdo de danos genéticos
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nos eritrécitos de Hoplias malabaricus, por meio
do teste de micronucleo e alteragbes nucleares.
Foram amostrados exemplares de traira, na
porcdo urbana do rio que atravessa Itapetinga.
Destes animais, foram coletadas amostras de
sangue periférico e realizada a confec¢ao dos
esfregagos sanguineos. Para a contagem de
micronlcleos, examinou-se um total de mil
eritrécitos por peixe. As andlises dos esfregagos
sanguineos revelaram alta frequéncia média
de células micronucleadas em comparacao
com dados encontrados em literatura. Foram
registradas, também, anormalidades nucleares
do tipo “Notched”, “Lobed” e “Blebbed”, as quais
podem ser explicadas por uma acéo de reparo
da célula ao detectar uma regido cromossémica
afetada iniciando um processo de reparagao e/
ou eliminacao. A analise do teste do micronicleo
e das alteracbes morfologicas nucleares
indicaram que a traira, Hoplias malabaricus,
esta respondendo aos efeitos de xenobibticos
presentes na agua do rio Catolé Grande, BA.
PALAVRAS - CHAVE: Bioindicador; Microntcleo;
Peixe; Sangue; Traira.

BIOMONITORING OF THE CATOLE
GRANDE RIVER, BA, THROUGH THE
ASSESSMENT OF GENETIC DAMAGE
IN THE ERYTHROCYTES OF HOPLIAS

MALABARICUS (BLOCH, 1794)
(CHARACIFORMES, ERYTHRINIDAE)

ABSTRACT: The Catolé Grande river flows
through the municipality of Itapetinga, in the
Southwest region of Bahia, and is the main
source of water supply for the population. Despite
its importance, the river has been suffering
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negative impacts along its course, which compromises the quality of its water. Thus, the
objective was to carry out the biomonitoring of the Catolé Grande river, through the evaluation
of genetic damage in the erythrocytes of Hoplias malabaricus, through the micronucleus test
and nuclear alterations. Specimens of trahira were sampled in the urban part of the river
that crosses Itapetinga. From these animals, peripheral blood samples were collected and
blood smears were made. For the micronucleus count, a total of one thousand erythrocytes
per fish were examined. Nuclear abnormalities such as “Notched”, “Lobed” and “Blebbed”
were also recorded, which can be explained by a repair action of the cell when detecting an
affected chromosomal region, initiating a repair and/or elimination process. The analysis of
the micronucleus test and the nuclear morphological alterations indicated that the trahira,
Hoplias malabaricus, is responding to the effects of xenobiotics present in the water of the
Catolé Grande river, BA.

KEYWORDS: Bioindicator; Blood; Fish; Micronucleus; Trahira.

11 INTRODUGCAO

O rio Catolé Grande é fonte de agua doce para as populagbes das cidades de
Itapetinga, Caatiba e Barra do Choca, atendendo as necessidades hidricas das comunidades
rurais e urbanas dos municipios baianos, além de ser também utilizado para pesca, lazer,
limpeza de objetos e outras atividades (BARRETO; ROCHA; OLIVEIRA, 2009). Apesar
da sua importancia, o rio sofre impactos negativos ao longo do seu percurso, como a
degradacéo da sua mata ciliar, o que compromete a qualidade da sua agua.

Os ecossistemas aquaticos sdo componentes criticos do ambiente global, uma vez
que apresentam essencial contribuigdo para a biodiversidade e produtividade ecologica, e
proporcionam grande variedade de servigcos essenciais para a populacao humana (POFF,
BRINSON, DAY, 2002).

Segundo Vasconcelos (2012), a agdo humana, principalmente por meio da expansao
e intensificacdo das atividades econ6émicas e do adensamento populacional de forma
desordenada, vem ocasionando crescentes problemas para os recursos hidricos, alterando
o regime hidrologico, a qualidade e a quantidade das aguas. Nessa perspectiva, de acordo
com Gouveia et al. (2014), ambientes aquéticos como rios, estuarios, lagoas e oceanos,
principalmente proximos as cidades, recebem, de forma crescente, inUmeros compostos
poluentes como resultado da atividade antropogénica.

A habilidade de proteger os ecossistemas depende da capacidade de distinguir
os efeitos das agbes humanas das variagdes naturais, buscando categorizar a influéncia
dessas agOes sobre os sistemas biolégicos (CAIRNS JR. e PRATT, 1993). Conforme
Ferreira et al. (2017), estudos realizados por parametros fisico-quimicos representam as
transformacgbes ambientais especificas e momenténeas da qualidade da 4gua, tendo pouca
habilidade constatacdo de alteragbes nas comunidades biologicas.

O uso de parametros biolégicos para analisar a qualidade da agua baseia-se nas
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respostas dos organismos em relagdo ao meio onde vivem. Desta forma, algumas agéncias
ambientais tém apresentado propostas para 0 uso do biomonitoramento. Porém, estudos
que determinam regras que limitam a aplicagdo dessas propostas sdo escassos.

Os peixes sdo excelentes organismos sentinelas no biomonitoramento de
ecossistemas aquaticos, uma vez que estdo diretamente expostos aos agressores
ambientais e reagem sensivelmente a quaisquer alteracées no meio (LEMOS et al.,
2007). Além do seu importante papel na nutricdo humana, esses animais apresentam
potencial de bioacumulagéo de substancias genotoxicas, bem como sensibilidade a baixas
concentragOes de agentes mutagénicos (DEUTSCHMANN et al., 2016).

Considerando que bioindicadores sdo organismos que apresentam respostas
biologicas as condi¢gdes ambientais de longo prazo e reagem a mudangas subitas dos
fatores intrinsecos ao ambiente, os peixes sdo frequentemente os mais convenientes
para o monitoramento da poluicdo em ecossistemas aquéaticos (RAMSDOREF et al., 2012).
Desta forma, para Gouveia et al. (2014), trabalhos com genotoxicidade em peixes sdo
considerados uma importante ferramenta na avaliagdo da qualidade da agua, dos efeitos
de poluentes e da agéo antrdpica no ambiente aquéatico.

Dentre as espécies de peixes de agua doce, a traira (Hoplias malabaricus) apresenta
potencial bioindicador, pois segundo Novais (2019), a espécie bioacumula os compostos
toxicos langados no rio. A presenca de Hoplias malabaricus no rio Catolé Grande, Bahia,
foi registrada por Pinto (2013).

Segundo Arslan et al. (2015), o teste de micronucleos (MN) vem sendo utilizado
para detectar a presenca dos agentes genotoxicos no ambiente, por ser considerada uma
técnica confiavel, rapida e menos exigente tecnicamente para o registro de aberragbes
cromossdmicas. Este teste tem se tornado recorrente em estudos ambientais para
determinar alteragbes genéticas nos organismos em aguas contaminadas e misturas
complexas, sendo bastante aplicado para realizar medi¢cdes de impactos ambientais.

Esse estudo teve como objetivo realizar o biomonitoramento do rio Catolé Grande,
no trecho urbano que atravessa o municipio de ltapetinga, BA, através da avaliagdo de
danos genéticos nos eritrocitos de Hoplias malabaricus, por meio do teste de micronicleo
e alteragbes nucleares.

21 METODOLOGIA

O estudo foi realizado obedecendo aos Principios Eticos para o Uso de Animais
de Laboratorio, publicado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal — SBCAL/
COBEA, e foi aprovado pela Comissdo de Etica de Uso Animal da Universidade Estadual
do Sudoeste da Bahia — CEUA/UESB, registro no 129/2016.
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2.1 Area de estudo

As coletas foram realizadas no rio Catolé Grande, em dois trechos urbanos na por¢céo
urbana que atravessa o municipio de Itapetinga, BA, considerando avaliagdes preliminares
visuais dos aspectos de preservacao e degradag¢do do ambiente.

Itapetinga € um municipio baiano, localizado na regido Sudoeste, entre as cidades
de Vitéria da Conquista (a 100 km) e ltabuna (a 130 km), sendo que o principal rio que
banha o municipio é o Catolé Grande, afluente do rio Pardo. Apresenta um clima tropical
com temperatura média de 23,6°C, que pode variar em 4,3°C no decorrer do ano, € a
pluviosidade média anual € de 857 mm (CLIMATE DATA, 2019).

2.2 Material utilizado

Os exemplares utilizados neste trabalho foram capturados com o consentimento
do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA)
e do Instituto Chico Mendes de Conservagcédo da Biodiversidade (ICMBio) para pesquisa
com aplicacao cientifica, n° 30820-1, emitida pelo SISBIO — Sistema de Autorizagdo e
Informacéo de Biodiversidade.

Foram utilizados exemplares de Hoplias malabaricus, coletados em 2018, que foram
triados e preparados para coleta do sangue das branquias para aplicacéo da técnica de
esfregaco sanguineo, conforme Bucker, Carvalho e Alves-Gomes (2006). O sangue foi
colocado nas laminas e procedeu-se o esfregaco. Logo apés, as mesmas foram secas
em temperatura ambiente e, em sequéncia, a desidratagdo com alcool metilico 99,8%
(metanol). Assim, realizou-se a coloragéo do tecido sanguineo com solugdo Giemsa, na
proporgdo de 3 gotas do corante para cada 2ml de agua destilada, aguardando 20 minutos.
Por fim, as laminas foram lavadas em agua corrente e, entdo, analisadas.

As laminas contendo os esfregagos encontram-se armazenadas no Laboratério
de Biologia, da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia / UESB, no campus Juvino
Oliveira, em Itapetinga, BA.

2.3 Coleta de dados

A coleta de dados foi feita pela analise das laminas, realizadas com auxilio de
microscopio de luz acoplado a um microcomputador contendo um software de analise de
imagem (Image PRO PLUS ®), no Laboratério de Biologia da Universidade Estadual do
Sudoeste da Bahia/lUESB, Campus Juvino Oliveira.

2.4 Analise dos dados

O reconhecimento do micronucleo e das alteragdes morfologicas nucleares foi feito
de acordo com Gongalves (2015), que considerou como microndcleos, os corpusculos
formados e visivelmente separados do nucleo principal, com bordas distinguiveis e com a

mesma refringéncia do nicleo principal.
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Para a contagem de microntcleos (MNs), foram examinados mil (1.000) eritrocitos
por esfregago sanguineo, analisando um total de trés mil (3.000) eritrécitos (OLIVEIRA e
VALDES, 2019).

Ap6s o material ser coletado e fotografado, as imagens foram colocadas no Image
PRO PLUS onde foram detectados e analisados os micronlcleos e as anomalias nucleares.

As alteragdes encontradas foram registradas e discutidas de acordo com a literatura.

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Presenca de micronucleos

Os micronucleos encontrados nos eritrocitos de Hoplias malabaricus apresentaram-
se como um fragmento citoplasmatico de cromatina com aparéncia arredondada ou ovalada
localizado préximo ao nucleo (Figura 1). Estas estruturas formam-se devido ao atraso dos
fragmentos cromossémicos acéntricos ao longo da anafase e ndo se juntam nos nicleos
das células filhas na etapa da divisao celular (OBIAKOR et al., 2012).

Figura 1. Micronucleo no eritrocito (seta) de traira, Hoplias malabaricus, coletada no rio Catolé Grande,
BA, em 2018.

De acordo com Goes et al. (2016), séo considerados micronucleos as particulas que,
em relagdo ao nucleo principal, ndo excedem 1/3 do seu tamanho, estando nitidamente
separadas, com bordas distinguiveis e com mesma cor e refringéncia do nucleo.

No presente estudo, o teste de micronucleos se mostrou eficiente na identificagéo
de eritrocitos micronucleados de Hoplias malabaricus. Entretanto, foi registrada uma
frequéncia média de MNs que alertou para contaminagdo ambiental em reflexo a presenca
de compostos genotdxicos na agua, sendo encontrados 4 MNs/ 1.000 eritrocitos, 0,4%.
Isso pode indicar, como as trairas estdo presentes no topo da cadeia alimentar, uma
bioacumulagéo de substancias genotoxicas que podem causar mutagénese e até mesmo
carcinogénese. Este fato também foi registrado por Rezende (2011), em tilapias do Nilo
(Oreochromis niloticus), que verificou 0 aumento da frequéncia média de micronucleos de
0,34%, em amostras da Represa Billings, SP.
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Segundo Thomé, Silva e Santos (2016), a ocorréncia de micronucleos por origem
enddbgena é amplamente relatada e ndo ultrapassa valores iguais a 1 por 1.000 células.
Para os autores, os MNs aparecem devido a uma quebra cromossémica ou de disfungbes
dos fusos mitéticos e eventualmente pode ser normal, mas o aumento da frequéncia é
indubitavelmente influenciado pela exposicdo a substancias clastogénicas (quebra
cromossdmica) e/ou aneugénicas (segregacdo cromossOmica anormal) sendo, assim,
um claro sinal de perturbagdo no ambiente. Este fato permite considerar que, nos peixes
avaliados, houve influéncia da a¢do de xenobiéticos presentes na agua do rio Catolé, em
concentracdes capazes de produzir danos ao material genético dos organismos aquaticos.
Desta forma, sugere-se que as altas frequéncias de MNs detectadas sdo devidas a acao
antropogénica exercida no curso do rio.

Resultados semelhantes foram registrados por outros autores, em outros locais
e datas. Santos (2015) avaliou a frequéncia de micronucleos em tambaquis (Colossoma
macropomum) de pisciculturas da regiao de Presidente Médici, RO, e verificou que, em uma
delas, os animais apresentaram a maior frequéncia de MN: de 120.000 células analisadas
foi encontrado um total de 3.070 MNs. O autor correlacionou o uso do agrotéxico ao niumero
de eritrécitos micronucleados nesses peixes, cujos tanques recebiam, por lixiviagdo, agua
contaminada de culturas agricolas, evidenciando que substancias poluentes s&o capazes
de causar dano ao material genético do tambaqui.

Bueno et al. (2017) utilizaram os parametros fisico-quimicos da agua e teste de
micronucleo em tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) para avaliarem a qualidade da agua
da represa Cocais, em Patrocinio, MG. Eles observaram uma maior frequéncia de MNs
nas células dos peixes capturados na represa: periodo de seca, 33 em 24.000 células
analisadas e periodo chuvoso, 26 em 24.000 células analisadas, sugerindo que a dgua esta
contaminada por genotodxicos que alteraram o material genético desses bioindicadores.
Nesse caso, o teste de MNs também se mostrou adequado para a avaliagao a qualidade
da agua.

Para Goes et al. (2016), o teste do microndcleo mostrou-se rapido e pratico para o
monitoramento da polui¢édo do rio Tapajés, PA, demonstrando que a presencga de poluentes
no rio provocou alteragdes genéticas nas células dos peixes, pela grande quantidade
de micronucleo encontrada. A partir da andlise, constatou que os dois pontos de coleta
localizados na orla da cidade de Santarém, PA, apresentaram um namero significativamente
superior de microndcleos nas células analisadas (31 e 54 48 MNs) em comparagédo ao
ponto adotado como controle (11 MNs).

Mota, Barboni e Jesus (2009) realizaram teste de micronucleos em peixes dos
rios da Bacia do Paraguagu, em Feira de Santana, BA. Eles utilizaram tilapias do Nilo
(Oreochromis niloticus) como bioindicadores de poluigdo ambiental e do total de 20.000
células analisadas encontraram 119 MNs, indicando a acdo de genotdxicos nas células
dos peixes.
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Em estudo no rio Catolé Grande, BA, Alves (2017) registrou a frequéncia média
de 0,1, 0,12 e 0,25 MNs em tilapia do Nilo (Orechromis niloticus), acara (Geophagus
brasiliensis) e apaiari (Astronotus crassipinnis), respectivamente. O autor afirmou que os
dados evidenciaram o potencial toxicolégico das substéncias xenobibticas presentes na
agua.

No presente estudo verificou-se uma frequéncia média de 4 MNs em traira (Hoplias
malabaricus), que, em comparacdo ao estudo de Alves (2017), € uma frequéncia mais
elevada.

3.2 Alterac6es nucleares

Além dos micronlcleos, também foram registradas alteragbes morfoldgicas
nucleares nos eritrocitos de trara, Hoplias malabaricus, dos tipos: Notched (Figura 2),
Lobed (Figura 3) e Blebbed (Figura 4).

Figura 2. Alteracdo morfolégica no nucleo do eritrocito de traira, Hoplias malabaricus, coletada no rio
Catolé Grande, BA, em 2018 — tipo Notched (seta).

Segundo Thomé, Silva e Santos (2016), além dos micronlcleos, outras anormalidades
nucleares presentes nos eritrocitos dos peixes sdo consideradas biomarcadores
citogenéticos de impacto ambiental, que podem ser utilizadas numa anélise complementar
a frequéncia de microndcleo. Eles definiram as alteracdes como células binucleadas,
invaginadas e lobuladas. Para os autores, essa correlacdo indica que as alteracdes
nucleares podem ser respostas primarias, isto €, antes da formacao de micronucleos.

As alteragbes morfologicas nucleares do tipo Notched (Figura 2) sdo originadas
quando o nucleo apresenta um corte exato em sua forma (CARRASCO et al., 1990). Esses
cortes ndo apresentam materiais nucleares e possuem aparéncia marcada pela membrana
nuclear.

As altera¢des morfolégicas nucleares do tipo Lobed (Figura 3) apresentam nucleos
com projecdes da membrana celular para fora da célula (evaginacdes) expandidas
(CARRASCO et al., 1990).
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Figura 3. Alteracdo morfolégica no nicleo do eritrécito de traira, Hoplias malabaricus, coletada no rio
Catolé Grande, BA, em 2018 — tipo Lobed (seta).

Nas alteragdes morfolégicas nucleares do tipo Blebbed (Figura 4), o nicleo também
possui evaginagdo da membrana nuclear, porém em tamanho reduzido e ainda presa ao
nacleo (CARRASCO et al., 1990).

Figura 4. Alteracdo morfolégica no nicleo do eritrécito de traira, Hoplias malabaricus, coletada no rio
Catolé Grande, BA, em 2018 — tipo Blebbed (seta).

41 CONCLUSAO

As anélises do teste do micronicleo e das alteracbes morfologicas nucleares nos
eritrocitos demonstrarm que a traira, Hoplias malabaricus, esta respondendo aos efeitos de
xenobibticos presentes na agua do rio Catolé Grande, BA, indicando que esta espécie seja
adequada em estudos de biomonitoramento de qualidade de agua.
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