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1 - Introducéo

1.1 - Micronucleos em Peixes

Os peixes podem atuar como organismos sentinelas indicando o grau de exposi¢do aos
genotoxicos e sdo reconhecidos como 0s maiores vetores na transferéncia de contaminacao aos
humanos. Os organismos aquaticos sdo apropriados para o biomonitoramento de investigac6es
in situ de poluentes por possuirem representantes em diferentes niveis na cadeia trofica e
podem responder a substancias mutagénicas em baixas concentragcdes. O microndcleo é um
nucleo supranumerario visivel por microscopia optica no citoplasma de uma célula; e a anélise
da sua frequéncia é conhecida como teste de micronicleos e tem sido empregado em
laboratdrio como ensaio de genotoxicidade de compostos quimicos presentes na agua.

Os micronucleos foram inicialmente descritos em células vermelhas do sangue por
HOWEL (1891) e mais tarde por JOLLY (1905) citados por BRUNETTI et al., (1988). Sao
corpusculos contendo DNA que podem estar presentes proximos aos nucleos das células
durante a interfase (BRUNETTI et al., 1988). Os micronlcleos representam cromossomos
acéntricos, fragmentos cromossémicos ou cromossomos inteiros perdidos durante a anafase
celular e sdo facilmente visualizados em eritrocitos (HUGHES e HEBERT, 1991; PALHARES
e GRISOLIA, 2002). Os fragmentos cromossomais atrasam-se quando os fragmentos centrais
movimentam-se para os polos do fuso e também sdo incluidos nas células filhas , mas uma
consideravel proporcédo é transferida para o interior de um ou varios ndcleos secundarios que
sdo em critério menores do que o nucleo principal e por esta razdo sdo chamados de
microndcleos; e em poucas horas apds o término da Ultima mitose os eritrocitos expulsam os
seus nucleos, e por razbes desconhecidas os micronicleos continuam no citoplasma dos

eritrocitos (SCHMID, 1975).



Os micronucleos apresentam didmetro de 1/20 a 1/10 dos nucleos dos eritrocitos e
raramente aproximam-se de 1/3 do nicleo de origem, e o0s critérios na contagem dos
micronlcleos sdo as auséncias de conexdes com o nucleo principal (HOSE et al., 1984;
RUSSO et al., 2003) e a coloracdo igual ou mais clara do que o nucleo sem refratabilidade
(STRUNJAK et al., 2003). Embora micronucleos possam surgir espontaneamente, a inducao de
micronucleos ¢ comumente utilizada para detectar os prejuizos citogenéticos resultantes da
exposicdo a agentes carcinogénicos (HOSE et al., 1987).

A conexdo quantitativa entre a freqliéncia de fragmentos acéntricos e de aberragdes
cromossomais ndo é bem conhecida, porque ndo sao todos os fragmentos acéntricos que vem a
ser micronucleos; e presumivelmente varia de um tipo celular para outro assim como o
tamanho e as formas dos cromossomos (HEDDLE et al., 1991). Alteragfes cromossomais séo
mais evidentes apos sete dias da exposi¢do a agentes mutagénicos e ndo ha um incremento apos
quinze a trinta dias, o que é tipico de marcadores bioldgicos porque as células danificadas
tendem a ser removidas do organismo mais rapidamente do que as células mais jovens (DE
FLORA et al., 1996).

As freqiéncias de microndcleos nos eritrocitos sdo altamente dependentes do ciclo
hematopoiético e da farmacocinética das drogas (AL-SABTI e METCALFE, 1995;
PALHARES e GRISOLIA, 2002). Devido a cinética celular sanguinea os eritrocitos estdo em
continua reposicao e o periodo de vida dos eritrocitos, em varias espécies de peixes, excede o
limite de oitenta a quinhentos dias, com a maturacao eritrocitaria de dezessete a vinte e trés dias
(FISCHER et al., 1994).

Os xenobioticos atuam por um longo tempo em locais de amostragem poluidos e
comumente causam a morte de células pré-mitdticas e a reducdo da progressao celular, pois 0s

prejuizos citogenéticos ndo sdo manifestados (BRUNETTI et al., 1988).



O teste de micronucleos ndo é dependente de qualquer caracteristica cariotipica e pode
ser aplicado para diversas espécies de peixes (HOSE et al., 1987; HUGHES e HEBERT,
1991). Em peixes o teste de micronlcleos é geralmente baseado em eritrocitos periféricos, mas
0s rins e os tecidos branquiais também sdo utilizados e uma maior quantidade de eritrdcitos
micronucleados pode ser encontrada nos rins do que nas branquias; todavia para o
biomonitoramento, a analise de micronucleos é mais vantajosa via eritrocitos periféricos que
sdo mais sensiveis e faceis de coletar do que os eritrécitos renais (PALHARES e GRISOLIA,
2002). Todavia, a maior vantagem do uso de células periféricas sanguineas (eritrocitos ou
linfocitos) é evitar o sacrificio animal, permitindo desta forma que sejam efetuados
monitoramentos sucessivos das mesmas popula¢des (LLORENTE et al., 2002).

A formacgdo de micronlcleos também pode ser mensurada em larvas de peixes por
preparacdo de laminas de massa de figado, que € o 6rgdo hematopoiético durante o estadio
larval (HOSE et al., 1987).

A cloraghio da 4gua tem originado a formacdo de compostos
mutagénicos/carcinogénicos tais como haloalcenos, &cido haloacético, haloacetonas e
haloaldeidos resultantes de reacdo do cloro com compostos organicos (acidos humico e fulvico)
presentes em aguas naturais; e nas espécies mantidas em laboratério em agua declorinada,
observou-se um decréscimo na freqiiéncia de micronucleos quando comparadas as examinadas
imediatamente apds a captura proveniente de aguas poluidas (RUSSO et al., 2004). Este
resultado evidencia a presenca de mecanismos moleculares efetivos de reparacdo determinando
um decréscimo no DNA prejudicado nas espécies apds a remocdo de um ambiente com a
presenca de genotoxicos; e reforca a hipotese de que o teste de micronucleos deve ser
conveniente somente para a detec¢do a curto prazo de prejuizos cromossomais (MINISSI et al.,

1996; RUSSO et al., 2004).



Substancias quimicas diversas estdo sendo testadas segundo o seu potencial de
genotoxicidade, principalmente aqueles agentes que possam ser uma ameaca ao meio ambiente
colocando em risco a saude de animais e seres humanos. Com peixes, o Teste de Microntcleos
revelou-se como um excelente marcador bioldgico, utilizando agentes quimicos que levaram a
formacdo de micronlcleos, citam-se como exemplo, etilmetanosulfonato ou benzopireno
(HOOFTMAN, 1981; HOSE et al., 1984), aflatoxina B1, benzidina (AL-SABTI, 1986),
mercurio (BABICH et al., 1990; AL-SABTI, 1994), o cromo (AL-SABTI et al., 1995),
lambdacialotrim (CAMPANA et al., 1999), pentaclorofenol (REPETTO et al., 2001), é&cido
diclorofenoxiacético e butacloro (ATEEQ et al., 2002), ciclofosfamida e mitomicina C
(PALHARES e GRISOLIA, 2002) entre outros elementos.

Além de fatores quimicos, alteraces fisicas como a temperatura também pode induzir a
formacdo de micronucleos (AL-SABTI e METCALFE, 1995). O choque térmico quando
aplicado em ovos de peixes ap0s a fertilizacdo normal, previne a extrusdo em blocos do
segundo cromossomo polar resultando na incorporacdo de um terceiro cromossomo inserido
para o interior do genoma; além da inducdo de poliploidia produz efeitos genotoxicos que
podem resultar na ocorréncia tardia de micronucleos, pois as células tripldides podem conter
multiplos alvos moleculares para danos genéticos durante a divisdo celular em comparacdo
com as diploides (STRUNJAK-PEROVIC et al., 2003).

Apesar do fato de que a correlacdo entre anomalias nucleares e efeitos genotoxicos ndo
tenha sido estandardizada, existem observacdes preliminares altamente sugestivas de que cada
alteracdo morfoldgica possa ser uma manifestacdo dos efeitos de xenobioticos (FERRARO et
al., 2004).

As morfologias anormais de eritrocitos sdo estabelecidas para superarem o estresse
induzido por quimicos e incluem esferdcitos, projecdes lobopodiais, acantocitos, eritrocitos

enucleados, vacuolos, equindcitos e anisocromasia (ATEEQ et al., 2002).



A elevada freqliéncia de micronlcleos em amostras congeladas de sangue pode ser
devido ao aparecimento de fragmentos, provavelmente como uma conseqiéncia de eritrocitos e
leucécitos ndo separados nas amostras e que podem sofrer lises durante o processo de
congelamento, decrescendo em numero e produzindo artefatos, interferindo nos resultados
(FISCHER et al., 1994).

Na avaliacdo dos efeitos da polui¢do na biota é de extrema importancia conhecer os
impactos possiveis de substancias bioacumulativas na capacidade reprodutiva dos organismos
em questdo. LONGWELL et al., (1983) citado por HUGHES e HEBERT (1991) verificaram
gue o namero de micronucleos do linguado do sul da Islandia teve um incremento com o seu
periodo de reproducédo no final da desembocadura do rio devido a migracfes perto da costa e
para o interior de areas muito contaminadas e que isto também pode estar associado com a
maturacdo gonadal. Os machos de linguado em reprodugdo sdo os mais afetados por
contaminantes circundantes do que os linguados sexualmente imaturos desde que estejam
expostos aos compostos genotdxicos por longos periodos na preparacdo para a reproducdo
(HUGHES e HEBERT, 1991).

Acredita-se que a exposicdo aos xenobioticos tenha um efeito detrimental no
desenvolvimento ovariano e na reproducdo dos peixes teledsteos; e entre os efeitos observa-se a
inibicdo do desenvolvimento ovariano, incremento da atresia folicular tanto do saco vitelino
como de ovaocitos pré-vitelogénicos, a deposicdo anormal da gema e a producdo e maturacao
anormal do ovo; as fémeas analisadas em areas altamente contaminadas apresentaram
anormalidades reprodutivas significativas por ocorrer recrudescéncia gonadal e terem médias
reduzidas nos niveis de estradiol plasmatico do que as fémeas de locais menos contaminados

(JOHNSON et al., 1988).



Experimentos com reproducgédo induzida demonstraram que a frequéncia maternal de
micronucleos em White croaker permite prever o sucesso reprodutivo, pois em peixes com
contagem elevada de micronucleos, 0s ovos apresentaram baixas taxas de fertilizacdo (HOSE et
al., 1987).

Com relagdo ao metabolismo enddgeno, foi postulado que nas fémeas de linguado com
gbnadas maduras, o figado produz precursores gonadais de proteinas que liberam metabdlitos

toxicos e estas toxinas poderiam elevar a taxa de micronucleos (HUGHES e HEBERT, 1991).

1.2 - Relacdo Gonadossomatica

Em funcdo da estreita relacdo entre o avanco do processo de maturagdo ovocitaria e o
aumento do volume e, conseqlientemente do peso dos ovarios; a relacdo gonadossomatica
(RGS) que expressa a proporcdo que as gonadas representam do peso total (Wt) ou do peso
corporal dos individuos, mostra-se como um indicador eficaz do estado funcional dos ovarios,
além da proporcdo dos diferentes estadios gonadais, fornecendo indicacdes sobre as épocas de
desova dos peixes (VAZZOLER, 1996). A relacdo gonadossomatica tem sido considerada por
alguns autores como o melhor indicador da época de reproducdo dos peixes pelo fato de que a
maturacao de células germinativas ocorre concomitantemente ao aumento do peso das gbnadas
(BARBIERI et al., 1982, BAZZOLI e GODINHO, 1991; VAZZOLER, 1996).

O presente trabalho teve como objetivo verificar a existéncia de associacdo da relacédo
gonadossomatica com a freqiiéncia de micronucleos e de nacleos morfologicamente alterados

em eritrocitos de Piaractus mesopotamicus no rio Aquidauana, MS.
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ASSOCIACAO ENTRE O DESENVOLVIMENTO GONADAL COM A FREQUENCIA
DE MICRONUCLEOS E DE NUCLEOS MORFOLOGICAMENTE ALTERADOS EM
ERITROCITOS DE PACUS (Piaractus mesopotamicus) CAPTURADOS NO RIO
AQUIDAUANA, MS, BRASIL
Eder Dittmar *, Helder Silva e Luna®
RESUMO: O presente trabalho objetivou avaliar a existéncia de associagdo entre o
desenvolvimento gonadal com a frequéncia de micronicleos e nucleos morfologicamente
alterados em eritrocitos de pacus (Piaractus mesopotamicus). As capturas ocorreram
mensalmente no rio Aquidauana. Para cada peixe foi realizada a anélise de 3000 eritrocitos
para a pesquisa de micronucleos e nucleos morfologicamente alterados, utilizando-se esfregaco
sanguineo corado com giemsa. Foram analisados 50 machos e 23 fémeas. Os sexos foram
analisados separadamente. O teste de correlagdo ndo mostrou nenhuma associagdo entre o
desenvolvimento gonadal com a freqgiiéncia de micronicleos e nucleos morfologicamente
alterados. Nas condi¢6es do presente experimento, concluiu-se que o desenvolvimento gonadal
em pacus ndo interferiu no incremento de microndcleos e nucleos morfologicamente alterados.
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ASSOCIATION OF GONAD DEVELOPMENT WITH THE FREQUENCY OF
MORPHOLOGICALLY ALTERED MICRONUCLEI AND NUCLEI IN PIARACTUS

MESOPOTAMICUS ERYTHROCYTES IN NATURAL ENVIRONMENT.

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.

Key words: Erythrocytes, Fish, Pantanal.
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1- INTRODUCAO

Os micronucleos originam-se de fragmentos cromossdmicos acéntricos que nao sdo
incorporados no interior do ndcleo filho (efeito clastogénico) ou de cromossomos inteiros, que
durante a segregacdo ocorrida na mitose, atrasam-se em relagdo aos demais na migragéo dos
elementos centrais para os polos 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 é uma promissora ferramenta para o biomonitoramento de efeitos
clastogénicos em organismos aquaticos (DE FLORA et al., 1993).

HUGHES E HEBERT (1991) sugeriram existir correlagdo entre as fases
reprodutivas e a ocorréncia de micronucleos com um provavel aumento da incidéncia
de micronucleos em eritrocitos de Pseudopleuronectes americanus relacionado ao seu
periodo de reproducéo.

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

O presente trabalho teve como objetivo verificar a associacdo entre o desenvolvimento
gonadal com a freqiiéncia de micronucleos e de nucleos morfologicamente alterados em

eritrocitos de pacus (Piaractus mesopotamicus) capturados no rio Aquidauana.
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2- MATERIAL E METODOS

2.1 — Local de Captura

O estudo foi realizado na Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, no Campus de
Agquidauana, 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 Camiséo (20° 28” 58” S e 55°
38’ 16”7 W).

Os exemplares de pacus foram capturados mensalmente, durante um periodo de 12
meses. As amostras foram coletadas com uma rede de lance e apds a captura dos peixes foram
encaminhadas para o laboratorio a campo, sendo anestesiados em solucdo de benzocaina a 5%
e sacrificados. Foram analisados os seguintes parametros: Peso Total (Wt), em quilos; Peso das

Gonadas (Wg), em gramas e 0 Sexo.

2.2 — Relacdo Gonadossomatica (RGS)

Foi calculada segundo Vazzoler (1996):

RGS = Wg/Wt x 100

Onde: Wg = peso das gonadas ; Wt = peso total
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2.3 - Micronucleos

Apos a captura dos peixes, foi retirado o sangue por pungdo da veia dorso caudal e
realizado o esfregaco convencional. Apos a secagem, o material foi fixado em metanol por 15
minutos. Ao término de cada coleta as laminas foram coradas com giemsa, diluido em agua
destilada na concentracdo 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, e pesquisou-se a presenca de microndcleos (MN) e ndcleos
morfologicamente alterados (NMA). Os resultados dos testes de micronucleos foram expressos

como frequéncias em 1000 eritrécitos.

2.4 - Distribuicéo das Classes
O estudo da associacdo entre as varidveis foi feito dentro das classes de sexo e da
relacdo gonassomatica (RGS). As classes de relacdo gonassomatica foram formadas de acordo
com o seguinte critério: Machos: Uma classe foi composta por 24 machos com RGS acima de
0,6 (gbnadas em estagios iniciais e finais de maturacdo) e outra classe foi composta por 26
machos com RGS abaixo de 0,6 (imaturos).
Fémeas: Uma classe foi composta por 7 fémeas com RGS acima de 7,0
(gbnadas em estagios iniciais e finais de maturacdo) e outra classe foi composta por 16 fémeas

com RGS abaixo de 7,0 (imaturos).
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2.5 — Andlise Estatistica

Para estudar a associacdo entre a variavel Relacdo Gonadossomatica (RGS) e as
variaveis: Numero de Ceélulas com Micronucleos (MN), Numero de Células com Nducleos
Morfologicamente Alterados (NMA) e Numero de Células com alguma das Alteracdes
Anteriores (SOMA), foram calculados os Coeficientes de Correlagdo de Spearman (rs)
respectivos, cuja significancia (Ho: parametro=0) foi avaliada pelo teste de t (P<0,05) (ZAR,
1984). As analises foram feitas usando o procedimento CORR do programa SAS para

Windows versdo 4.1.

3- RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados encontram-se nas tabelas 1, 2 e 3. As analises estatisticas ndo mostraram

nenhuma correlacéo significativa.
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Tabela 1 - Coeficientes de Correlacdo de Spearman (rs) junto com os respectivos Valores-
P do teste de significancia do parametro (Ho: parametro=0) entre a variavel Relagdo
Gonadossomatica (RGS) e as variaveis: Numero de Células com Micronudcleos (MN),
Numero de Ceélulas com Nucleos Morfologicamente Alterados (NMA) e Numero de
Células com alguma das AlteracGes Anteriores (SOMA) de ambos 0s sexos em pacus

(Piaractus mesopotamicus).

Machos (n=50) Fémeas (n=23)

Variaveis RGS RGS
MN rs -0.05455 0.30848
Valor-p® 0.7067 0.1521
NMA rs -0.03813 0.06204
Valor-P 0.7927 0.7786
SOMA rs -0.06703 0.13036
Valor-P 0.6437 0.5533

(1) Probabilidade de erro tipo | obtida no teste de t do parametro (Ho: pardmetro=0), cuja

estimativa esta acima do respectivo valor (significativo para P<0,05).

Tabela 2 - Coeficientes de Correlacdo de Spearman (rs) junto com os respectivos Valores-
P do teste de significancia do parametro (Ho: parametro=0) entre a variavel Relacdo
Gonadossomatica (RGS) e as variaveis: Numero de Células com Microndcleos (MN),
Numero de Células com Nucleos Morfologicamente Alterados (NMA) e Numero de
Células com alguma das AlteracBes Anteriores (SOMA), em pacus (Piaractus

mesopotamicus) machos em duas classes de Relacdo Gonadossomatica.

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

Variaveis RGS< 0,6 @ RGS> 0,6
MN rs 0.07429 0.06471
Valor-PY 0.7183 0.7639

NMA rs 0.01409 -0.02840
Valor-P 0.9455 0.8952

SOMA rs -0.00722 -0.04193

Valor-P 0.9721 0.8458
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(1) Probabilidade de erro tipo | obtida no teste de t do parametro (Ho: parametro=0), cuja

estimativa esta acima do respectivo valor (significativo para P<0,05).

(2) RGS: pacus com relacdo gonadossomatica abaixo e acima de 0,6%.

Tabela 3 - Coeficientes de Correlacdo de Spearman (rs) junto com os respectivos Valores-
P do teste de significancia do parédmetro (Ho: parametro=0), entre a variavel Relagédo
Gonadossomética (RGS) e as variaveis: Numero de Celulas com Micronucleos (MN),
Numero de Células com Nucleos Morfologicamente Alterados (NMA) e Numero de
Células com alguma das Alteracbes 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 rs -0.27116 -0.25944
Valor-pY 0.3097 0.5742

NMA rs 0.12713 -0.7207
Valor-P 0.6389 0.8780

SOMA rs 0.13117 -0.27028
Valor-P 0.6282 0.5577

(1) Probabilidade de erro tipo | obtida no teste de t do parametro (Ho: parametro=0), cuja

estimativa esta acima do respectivo valor (significativo para P<0,05).

(2) RGS: pacus com relagdo gonadossomatica abaixo e acima de 7,0%.

As taxas de microndcleos iguais ou acima de 50 microntcleos em 1000 eritrdcitos sdo
consideradas como indicativas da presenca de agentes clastogénicos nos peixes (GRISOLIA,

2002).
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Na presente pesquisa observou-se numeros menores do que 2 em 1000; e isto indica
que nos peixes estudados ndo houve influéncia da agdo de xenobidticos. As baixas freqiiéncias
de micronucleos detectadas devem ser devido a menor acdo antropogénica exercida no rio
Agquidauana via efluentes de esgotos domésticos que ndo apresenta compostos quimicos
clastogénicos em concentra¢Ges que produzam efeitos citogenéticos nos organismos aquéticos;
e em decorréncia deste fato nos peixes analisados, ndo foi encontrada correlagéo entre a
maturagdo gonadal e os microndcleos ou nucleos morfologicamente alterados (Anexos 1, 2, 3,
4,5, 6).

O pacu e o linguado possuem ovos ndo 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 andlise dos
cariotipos de pacus apresenta 2n=54 sendo formado por 20 metacéntricos e 34
submetacéntricos e indica que a espécie é apropriada para a avaliacdo de efeitos clastogénicos
em programas de monitoramento genético. LONGWELL et al. (1983) citados por HUGHES e
HEBERT (1991) sugerem que no linguado americano ha um incremento do ndmero de
micronucleos correlacionado com o periodo de reproducdo sendo que este peixe apresenta
habitos costeiros

O figado produz precursores gonadais de proteinas que liberam metabdlitos
potencialmente tdxicos que poderiam elevar a taxa de microntcleos (HUGHES e HEBERT,
1991). Entretanto, nos peixes capturados provavelmente ndo ocorreu influéncia de metabdlicos
enddgenos toxicos na taxa de micronudcleos produzidos durante os estadios de maturacdo
gonadal.

Quanto aos nuacleos 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
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de material visivel que parece ser demarcado por uma membrana; similarmente aos

microndcleos ndo foi encontrada correlagdo com a maturagdo gonadal.

4 - CONCLUSOES

O estudo permitiu constatar que nas condi¢Oes deste experimento ndo houve associagédo
entre o desenvolvimento gonadal e a freqiiéncia de micronlicleos e de ndcleos
morfologicamente alterados em eritrécitos de pacus (Piaractus mesopotamicus) capturados no

rio Aquidauana.
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ANEXOS

Anexo 01 — Distribuictes de freqiiéncia em peixes machos para a variavel Numero de Células
com Micronacleos (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.

CLRGS1W CLRGS? Total
MN  Frequénci  Percentage Frequénci  Percentage Frequénci  Percentage
a m a m a m
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
50 100

Tota 26 100 24 100
|

(1) - CLRGS1 - classe composta por 26 machos com RGS abaixo de 0,6 (imaturos)
(2) —-CLRGS 2 - classe composta por 24 machos com RGS acima de 0,6

(gbnadas em estadios mais avancados)

Anexo 02 — Distribuicdes de freqiiéncia em peixes fémeas para a variavel Numero de Células
com Micronicleos (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.

CLRGS1W CLRGS’ Total
MN  Frequénci  Percentage Frequénci  Percentage Frequénci  Percentage
a m a m a m
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
7 100 23 100

Tota 16 100
I

(1) — CLRGS1 - classe composta por 16 fémeas com RGS abaixo de 7,0 (imaturas)
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(2) — CLRGS2 - classe composta por 7 fémeas com RGS acima de 7,0
(gbnadas em estadios mais avancados)

Anexo 03 — Distribuicdes de frequiéncia em peixes machos para a variavel Numero de Células
com Ndcleos Morfologicamente Alterados (NMA, 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.
CLRGS1Y CLRGS* Total
NM  Frequénci Percentage Frequénci  Percentage Frequénci  Percentage
A a m a m a m
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) — CLRGS 1- classe composta por 26 machos com RGS abaixo de 0,6 (imaturos)

(2) — CLRGS 2- classe composta por 24 machos com RGS acima de 0,6
(gbnadas em estadios mais avangados)
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Anexo 04 — Distribuicdes de freqiiéncia em peixes fémeas para a variavel Numero de Células
com Ndcleos Morfologicamente Alterados (NMA, 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.
CLRGS1Y CLRGS* Total
NM  Frequénci  Percentage Frequénci  Percentage Frequénci  Percentage
A a m a m a m
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) — CLRGS1 - classe composta por 16 fémeas com RGS abaixo de 7,0 (imaturas)

(2) — CLRGS 2- classe composta por 7 fémeas com RGS acima de 7,0
(gbnadas em estadios mais avangados)
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Anexo 05 — Distribuictes de freqiiéncia em peixes machos para a variavel Numero de Células
com Micronucleos ou Nucleos 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.
CLRGS1Y CLRGS?2 Total
SOM  Freqliénci  Percentage Frequénci  Percentage Frequénci  Percentage

A a m a m a m

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) -CLRGS 1 - classe composta por 26 machos com RGS abaixo de 0,6 (imaturos)

(2)- CLRGS 2- classe composta por 24 machos com RGS acima de 0,6
(gbnadas em estadios mais avangados)
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Anexo 06 — Distribuicdes de freqiiéncia em peixes fémeas para a variavel Numero de Células
com Micronucleos ou Nucleos 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" CLRGS?2 Total
SOM  Frequénci  Percentage Frequénci  Percentage Frequénci  Percentage

A a m a m a m
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) — CLRGS1 - classe composta por 16 fémeas com RGS abaixo de 7,0 (imaturas)

(2)- CLRGS 2- classe composta por 7 fémeas com RGS acima de 7,0
(gbnadas em estadios mais avancados)
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Figura 1. Eritrdcitos de Piaractus mesopotamicus. Seta indica microntcleo(400X).

Figura 2. Eritrdcitos de Piaractus mesopotamicus. Seta indica microntcleo(1000X).
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Figura 3. Eritrocitos de Piaractus mesopotamicus. Seta indica nucleo morfologicamente

alterado (1000x).

Figura 4. Eritrdcitos de Piaractus mesopotamicus. Seta indica microntcleo (1000x)
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Figura 5 - Eritrocitos de Piaractus mesmopotamicus. Seta indica nucleo morfologicamente

alterado (1000x).
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