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REsumo

Foram analisados nove exemplares pertencentes a espécie Hoplias aff.
malabaricus (BLOCH, 1794), familia Erythrinidae: coletados na Fazenda Canguiri,
municipio de Piraquara-PR (Primeiro Planalto Paranaense - Bacia do Rio Iguagu). Estes
exemplares foram utilizados em um bioensaio de exposigdo crdonica por via tréfica ao
chumbo (II). Todos os exemplares foram analisados sobre duas dticas distintas,
primeiramente se deu a andlise das caracteristicas citogenéticas da espécie e depois
uma andlise mais detalhada para a detecgdo de qualquer modificagdo causada por uma
possivel agdo do chumbo. Na primeira andlise; foram determinados o nimero dipléide
modal de 2n= 42 cromossomos (16M + 3SM + 2ST) e NF=84. Foram observadas RONs
maltiplas variando em nimero e localizagdo, sendo que a maioria se localiza nos
telomeros, em alguns casos ambos os telomeros aparecem marcados e também foram
vizualizadas marcas duplas em apenas uma das cromdtides do par 21, mostrando uma
possivel transposicdo de segmento apds a duplicagdo do DNA. Quanto ao padrdo de
distribuicdo de heterocromatina constitutiva, a banda C evidenciou blocos
pericentroméricos em quase todos os pares de cromossomos, grandes blocos teloméricos
e marcas intersticiais bem evidentes no primeiro par de cromossomos e marcas
teloméricas menores em alguns pares. A andlise referente a detecgdo de modificagdes
devido ao tratamento com o chumbo (II), foi feita com a observacdo e contagem de
metdfases tratadas com a coloracdo convensional (Giemsa 5%). Foram observadas em um
ndmero bastante significativo de metdfases, nos individuos expostos ao Chumbo(IT),
macroalteragdes estruturais (delegdes, double minutes, poliploidia e desestruturacées
dos cromossomos). Quando consideramos as andlises feitas, torna-se evidente a
necessidade de estudos mais aprofundados, com o aumento da amostra e utilizacdo de
técnicas mais apuradas para detecgdo das macroalteracdes, além de ser interessante
uma andlise das possiveis alteragdes microestruturais.
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ABSTRACT

Nine animals from the species Hoplias aff. malabaricus (BLOCH, 1794),
Erythrinidae were collected from Fazenda Canguiri, Piraquara - PR (Parands First
Plateau - Iguagu River Basin). They were used in a lead (IT) trofic exposure bioassay. All
the specimens were analysed from two different points of view, first the karyotypic
structure of the species was analysed and then a more detailed analysis for detection
of any alteration caused by lead exposure. In the first observation, diploid number
obtained was 2n= 42 chromosomes (16M + 3SM + 2ST) e FN=84. Multiple NORs were
observed, with variation in number and position, telomeric regions was stained in several
pairs, in some cases both telomeric regions were stained. The 21™ pair of chromosomes
was double marked in only one chromatid, indicating a possible transposition in this
segment after the DNA's duplication. The hetecromatin pattern, showed some
pericentromeric blocks in almost all chromosomes, large telomeric blocks in the first
pair of metacentric chromosomes and small telomeric blocks in some pairs. The
chromosomal aberration detection analysis, was performed with observation and
counting of metaphasis stained with Giemsa 5%. As result, structural macroalterations
was detected (delections, double minutes, poliploidy and problems in spiralization of
DNA) in exposed animals in significant number of metaphasis. Considering the analysis,
is quite obvious the necessity of a more detailed study, increasing the sample and using
anothers techniques for detection of possible alterations in the microstructure of

chromosomes.



1. INTRODUCAO

1.1 IMPORTANCIA DOS ESTUDOS CITOGENETICOS EM PEIXES

A citogenética de peixes teve sua origem em 1943 com o trabalho de
WICKBOM, sobre o caridtipo de algumas espécies de Cyprinodontiformes. Porém,
foi apenas a partir dos anos 70, com a utilizagdo da técnica de suspéns&o de
células e secagem ao ar, que outras espécies como Symbranchus marmoratus,
tiveram seu ndmero cromossomico descrito. Modificacdes nos métodos diretos
de obtencdo de metdfases (BERTOLLO et al, 1978), nos métodos de cultura de
linfécitos (FENoccHIO & BERTOLLO, 1988) e nos métodos de cultura de curto
tempo de tecidos sdlidos (FENoccHIO et al, 1991) levaram a citogenética a um
maior desenvolvimento, jd que"v permitiram uma melhor andlise com o aumento da
quantidade e da qualidade das metdfases visualizadas. Devido a estas
modificagdes e outras que se sucederam, atualmente o estudo citogenético
abrange um nimero bem maior de espécies. Até o presente momento sdo
conhecidos os cariotipos em coloracdo convencional (Giemsa) de 706 espécies,
207 géneros e 38 familias de peixes de dguas continentais (OLIVEIRA et al, para
revisdo, 1996). Porém, apesar do nimero de espécies analisadas ter aumentado
significativamente nas Ultimas décadas, as andlises citogenéticas mais
aprofundadas foram feitas em peixes do Hemisfério Norte, faltando este tipo
de andlise para a grande maioria das espécies tropicais e neotropicais. De fato, o
nimero de espécies neotropicais ja descritas citogeneticamente estd muito
aquém do nimero existente, sejam elas de dguas continentais ou marinhas.

A bacia do Rio Iguagu apresenta uma ictiofauna com considerdvel taxa de
especiacdo, sendo considerada um importante centro de endemismo, mesmo que
as estruturas de suas comunidades e populagdes ainda ndo estejam

completamente elucidadas. HASEMAN (1911) estimou a ictiofauna da Bacia em 25



espécies, tendo descrito 11 das mesmas. SAMPAIO (1988) estudou a Familia
Characiformes da Bacia do Rio Iguacu e descreveu 9 espécies novas (6 do género
Astyanax, 2 do género Characidium e 1 do género Bryconamericus). Atualmente
acredita-se que a ictiofauna é composta por pelo menos 47 espécies, distribuidas
em 35 géneros e 15 familias. Destas, 33 espécies (70%) e dois géneros (6%) sdo
endémicos; 11 espécies (23%) sdo comuns a outras bacias e 3 (6%) sdo exéticas.

O estudo citogenético mostra-se importante como ferramenta na
caracterizacdo diagndéstica de espécies (taxonomia), nas inferéncias de
parentesco (relagdes evolutivas) entre as espécies de um género ou familia e
como um novo campo de andlise auxiliando nos estudos de ecotoxicologia. Os
estudos citogenéticos utilizam dados obtidos a partir de dois diferentes niveis
de andlise:

e um nivel mais bdsico, que leva em conta os nimeros dipléides (2n), a
morfologia dos cromossomos (NF), os sistemas de determinagdo sexual e a
descrigdo e localizagdo de marcadores citogenéticos (banda C e RONs)

e um nivel mais apurado de andlise, que envolve a utilizagdo de bandamento
de alta resolugdo e técnicas de citogenética molecular.

O padrdo morfoldgico do caridtipo pode ser considerado como uma
caracteristica resultante dos processos evoluciondrios. Evidéncias sobre este
fato podem ser obtidas considerando-se a existéncia de alguns grupos de peixes
onde os padrdes cromossdmicos se mantém inalterados e outros grupos que
possuem padrdes cromossdmicos extremamente distintos, mesmo em se tratando
de espécies relacionadas (BENAZZI apud ALMEIDA-TOLEDO, 1998).

Considerando-se o conjunto total de dados obtidos com o estudo
citogenético dos peixes neotropicais até o presente momento, nota-se que estes
podem ser separados quanto ao grau de variabilidade cromossdmica em pelo

menos trés conjuntos distintos; um conjunto que pode ser caracterizados pelo



nimero cromossdmico e férmula numérica apresentando grande constancia, outro
onde o grau de variagdo cariotipica pode ser considerado mediano e ainda. Um
outro conjunto que apresenta alto grau de variabilidade cromossomica.

Pode-se utilizar como exemplo para grupos de peixes que apresentam
grande similaridade entre seus caridtipos, os integrantes das familias
Anastomidade, Curimatidae, Hemiodontidae, Parodontidae e Prochilodontidae.
Das 53 espécies jd analisadas citogeneticamente, 50 apresentam 2n=54 com
todos os cromossomos com dois bragos. Enquanto que outros grupos, com,
Eigenmannia e Hoplias, acumularam um grande nimero de mudangas estruturais
ao longo da sua diversificagdo, de forma que mesmo espécies proximamente
relacionadas possuem cariétipos com alto grau de diferenciagdo. Estas formas
opostas de apresentagdo cariotipica podem estar relacionadas com a vagilidade
dea espécie e o tamanho das populagdes em que estas se organizam (GALETTI
apud ALMEIDA-TOLEDO, 1998).

No entanto a estrutura populacional ndo pode ser considerada como a tnica
responsdvel pela estrutura cariotipica, esta pode ser explicada também pela
ortoselegdo cariotipica proposta por WHITE (1973), onde considera que espécies
que possuem uma mesma estrutura cromossdmica devem ter passado por um
processo de canalizagdo. Este processo estaria relacionado a: 1) possibilidade de
que mudangas cromossomicas do mesmo tipo possuam o mesmo efeito fisioldgico
ou 2) a existéncia de uma possivel correlagdo entre o tamanho e forma dos

cromossomos e a dimensdo das células do individuo (op. ¢/7.).



1.2. ASPECTOS GERAIS DE Hoplias aff. malabaricus (BLOCH, 1794)
A classificagdo sistemadtica da espécie:

FILO CHORDATA
SUBFILO VERTEBRATA
SUPERCLASSE PISCES
CLASSE OSTEICHTHYES
SUBCLASSE ACTINOPTERYGII
INFRACLASSE NEOPTERYGII
DIVisAO TELEOSTEI
SUBDIVISAO EUTELEOSTEI
SUPERORDEM OSTARIOPHYSI
SERIE OTOPHYSI
SUBSERIE CHARACIPHYSI
ORDEM CHARACIFORMES
FAMILIA ERYTHRINIDAE
GENERO Hoplias - ESPECIE Hoplias of f malabaricus

Os peixes pertencentes a ordem CHARACIFORMES, quase sempre
apresentam dentes bem desenvolvidos (geralmente carnivoros), a nadadeira
adiposa estd presente na maioria dos casos; o corpo apresenta-se sempre
recoberto por escamas (a auséncia de escamas é muito rara, ocorrendo somente
em poucas espécies sulamericanas). a mandibula superior raramente ¢é
verdadeiramente protdtil; dentes na faringe estdo fregiientemente presentes,
mas ndo especializados como em Cypriniformes; barbelas ausentes; o primeiro
hypural é separado do centrum por uma fenda nos adultos (NELSON, 1994).

Existem discorddncias entre os sistematas quanto ao nimero de familias
que compdem a ordem, alguns consideram-na como uma familia dnica, outros
dividem-na em até 16 familias, porém a divisdo mais aceita atualmente é em 10
familias. A origem monofilética de muitas familias é incerta e as interrelagdes

destas sdo pouco conhecidas. Existe uma grande diversidade de formas, sendo



provavelmente comum, as mdltiplas origens independentes de caracteres e a
evolugdo paralela de linhagens (NELsON, 1994.).

- A familia ERYTHRINIDAE possui ampla distribuicdo na América do Sul,
habitando exclusivamente dguas continentais. Os membros dessa familia possuem
a boca bem fendida (grande abertura) que se estende posteriormente até a
margem anterior da drbita, sdo predadores muito eficientes. Alguns apresentam
respiragdo aérea facultativa e podem mover-se pela terra entre pocas de dgua. O
comprimento mdximo aproximado é de 10m, observado em Hoplias
macrophtalmus das Guianas. Esta familia é composta por trés géneros:
Erythrinus, Hoplerythrinus e Hoplias, com pelo menos dez espécies (op. cit.).

O género Hoplias aparece no registro féssil (dentes e mandibulas) a partir
do Mioceno médio (ca. 10 Nia) no Equador, Peru e Colombia (ROBERTS, 1975;
LUNDBERG,1997 apud LUNDBERG,1998), existem, no entanto, registros que datam
do final Cretdceo/inicio do Paleoceno de fdsseis que se assemelham muito aos
integrantes da familia Erythrinidae, com pelo menos um, assemelhando-se muito
ao padrdo do género Hoplias. Estudos filogenéticos efetuados com a familia
Erythrinidae (OYAKAWA apud LUNDBERG,1998) concluiu que os géneros Erythrinus
e Hoplerythrinus formam o clado irmdo de Hoplias (proposto de ser dividido em
trés géneros).

H. malabaricus apresenta a lingua provida de placas com denticulos; cranio
sem fontanela; boca prognata; pré-maxilar com dentes conicos e caninos; estes
dltimos sdo tipicamente recobertos anteriormente por pregas labiais e nadadeira
adiposa ausente (AGOSTINHO & GOMES, 1997).

As trairas (H. malabaricus) sdo peixes com ampla distribuicdo geogrdfica,
que abrange quase todas as bacias desde a América Central ao Rio Colorado (na
Argentina) e apresentam diferentes dreas de endemismo. Habitam

preferencialmente  ambientes  |énticos, apresentando  comportamento



territorialista (LoPEs & FENOCCHIO, 1994). Sdo onivoros, com uma dieta que
compreende microcrustdceos, algas e insetos aqudticos, durante o primeiro ano
do desenvolvimento. Apds este periodo (normalmente apés alcancarem 12 cm de
comprimento) tornam-se estritamente carnivoros, alimentando-se
preferencialmente de peixes. Os lambaris (Astyanax sp) sdo os itens alimentares
preferenciais; porém, em situagdes de pouca abunddncia de presas, enriquecem a
sua dieta com outros itens, como crustdceos por exemplo, estas presas
alternativas tanto podem ser animais que habitam a coluna de dgua quanto
animais bentdnicos (LOUREIRO, 1995).

Quanto a estratégia reprodutiva AH. malabaricus pode ser classificada
como de fecundagdo externa, ndo-migradora e com cuidado parental. Possuem
ovdcitos relativamente grandés, baixa fecundidade e desova predominantemente
parcelada, tendo inicio no més de novembro e extendendo-se até
fevereiro/margo, este tipo de estratégia garante o sucesso desta espécie nos
ambientes em que é encontrada (AGOSTINHO et al, 1999 apud Lowe- MCCONNEL,

1999).

1.3. ASPECTOS CITOGENETICOS DE Hoplias aff malabaricus

Dentre as espécies da familia Erythrynidae, Hoplias aff. malabaricus foi a
mais extensivamente estudada cifogenefiéameme. Ja nos primeiros estudos
realizados (BERTOLLO, 1978) foram descritos vdrios polimorfismos
cromossomicos. Desde entdo os registros de novas variagdes no nimero e
morfologia dos cromossomos tém surgido adicionando-se a estas variagdes, os
diferentes sistemas sexuais jd encontrados.

A ampla distribui¢do geogrdfica destes peixes e possiveis isolamentos sdo
fatos que ajudam a explicar as diferenciagdes cromossdmicas numéricas e/ou

estruturais. Tais diferencas poderiam se estabelecer dando origem a



polimorfismos interpopulacionais que, chegando a citétipos tdo diversos,
caracterizariam o isolamento reprodutivo. Os peixes de difereates bacias
hidrogrdficas apresentam comumente diferentes citétipos, estes dados indicam
que possivelmente o que tratamos como sendo a espécie H. malabaricus seja na
verdade um complexo de espécies. Porém ndo foram ainda encontradas
diferencas morfométricas, ecoldgicas ou comportamentais que corroborem tais
diferencas cariotipicas, tornando a revisdo da espécie muito dificil.

A seguir uma listagem dos citétipos jd detectados para o complexo:

e 2n=42 para ambos os sexos, ndo apresentando sistema de determinagdo
sexual, encontrado em exemplares do Rio Aguapey (Corrientes,
Argentina) (Lores & FENoOccHIO, 1994) e Alto Iguagu (Sdo Mateus do
Sul, PR) (CESTART, 19§8).

e 2n=42 para ambos os sexos, sistema de determinagdo sexual do tipo
XX/XY, encontrado em exemplares do Vale do Rio Doce (MG) e Rio
Juquid (SP) (BERTOLLO et al,, 1979), na Lagoa Varjdo II e Lagoa Beija-
Flor (Luiz Antdnio-SP) (SCAVONE et al, 1994) e no Alto Iguagu (Sdo
José dos Pinhais-PR) (LEMOS & CESTARI, 1999).

e 2n=40 para ambos os sexos, sem sistema de determinacdo sexual,
encontrado em exemplares do Rio Parand (Missiones, Argentina) (LOPES
& FeNoccHIO, 1994), do Rio Negro (AM) e do Rio Miranda (MS)
(BERTOLLO et al., 1980) e Rio Sdo Francisco (MG) (DERGAM & BERTOLLO,
1990).

e 2n=40 para fémeas e 2n=39 para machos, com sistema sexual do tipo
X1 X1X2X2/X1X2Y, encontrado em exemplares do Rio Piracicaba
(Piracicaba-SP), do Rio Trés Pontes (Novo Horizonte-SP), Rio Passa
Cinco (Ipetina-SP), Lagoa VarjdoII e Lagoa Beija-Flor (Luiz Antdnio-SP)
(SCAVONE et al., 1994); Reserva Monjolinho (Sdo Carlos-SP) e Rio Mogi-



Guagu (SP) (BErRTOLLO et al, 1997); Reserva do Lobo (Itarapina-SP)
(BERTOLLO & MESTRINER, 1998).

»-.2n=40 para fémeas e 2n=41 para os machos, com sistema sexual do tipo
XX/XY1Y2, encontado em exemplares do Rio Aripuand (MT) (BERTOLLO et
al., 1983).

Diferentes organismos e células de um mesmo organismo sdo dotadas de
variagdes no nimero de nucléolos. A situacdo mais comum é existirem dois
nucléolos em uma célula dipléide. O nucléolo contém RNA ribossdmico, sendo este
um importante componente dos ribossomos e também grandes algas de DNA que
emanam de vdrios cromossomos, cada uma das quais contendo um grupamento de
genes de rRNA, estes grupamentos sdo conhecidos como regides organizadoras
de nucléolos (RONs) e possuem localizagdes mais ou menos especificas no
genoma, variando segundo o organismo analisado.

Os trabalhos feitos com AH. malabaricus para a caracterizagdo das regides
organizadoras de nucléolos, constataram a presenga constante de RONs
multiplas, variando de duas a oito o niimero de regides marcadas. Esta variagdo se
apresenta de forma intrapopulacional e intraindividual, mostrando que o
polimorfismo de RONs é traco comum a este grupo de peixes (DERGAM &
BERTOLLO, 1990; JORGE, 1995; CESTARI, 1998, entre outros).

Quando um cromossomo é tratado segundo a técnica da banda C, revela-se
visualmente regiaés distintas com diferentes caracteristicas de coloragdo. As
regioes densamente coradas sdo designadas como heterocromatina, denomina-se
de eucromatina as regides fracamente coradas. Supde-se que esta distingdo
reflita diferencas no grau de compactagdo do DNA no cromossomo. A
heterocromatina pode ser constitutiva ou facultativa. O tipo constitutivo é um

aspecto permanente de uma localizagdo cromossémica especifica sendo, neste



sentido, uma caracteristica hereditéria. O tipo facultativo pode estar presente
ou ndo em qualquer localizagdo cromossomica particular. Os padrdes de hetero e
eucromatina ao longo de um cromossomo constituem bons marcadores
citogenéticos. As regides heterocromdticas sdo em grande parte geneticamente
inertes.

Em AH. malabaricus observa-se a presenga de pequenos blocos teloméricos
em um dos bragos de alguns crorﬁossomos, algumas marcagdes biteloméricas
foram detectadas (DERGAM & BERTOLLO, 1990; JORGE, 1995). Nos exemplares que
apresentam sistemas sexuais € comum observar a presencga de grandes blocos de
heterocromatina nos cromossomos sexuais, evidenciando na maioria das vezes as
inversdes que originaram estes cromossomos (BERTOLLO et al., 1997).

Outras técnicas com a %inalidade de ajudar no pareamento dos homélogos,
também jé foram utilizadas com a traira, como por exemplo a banda G. Esta é
comum na andlise cariotipica de mamiferos e € pouco utilizada em peixes por ndo
apresentar bons resultados, isto provavelmente por diferengas na proépria

estrutura dos cromossomos destes animais.

1.4. IMPORTANCIA DOS ESTUDOS SOBRE CITOTOXICIDADE

Os estudos sobre a citotoxicidade sdo de enorme importdncia por permitir
a avaliagdo das respostas dos organismos sob contaminagdo, o impacto e o efeito
de agentes tdxicos sobre os tecidos e as células, podendo-se ainda inferir sobre
os tipos de perturbagdes metabdlicas que os xenobiontes podem causar
(MANAHAN, 1999).

Os ambientes aqudticos recebem uma enorme quantidade de dejetos,
tendo sido considerados por muito tempo como locais apropriados para a
liberacdo de uma variada gama de residuos produzidos pela sociedade humana.

Até recentemente acreditava-se que os oceanos possuiam uma capacidade quase
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infinita de absorver tais residuos. A descarga de esgoto humano e lixo dentro
dos corpos d'dgua ¢ ainda prética comum em vdrias partes do globo terrestre,
sendo importante ressaltar que tal prdtica ocasiona a liberagdo de vdrios
componentes t6xicos no ambiente aqudtico (JOBLING, 1995).

Segundo o “Chemical Abstract Service's Registry of Chemicals" (apud
OLIVEIRA RIBEIRO, 1998') existem mais de 9 milhdes de componentes quimicos
registrados e estima-se que 75 a 80 mil sejam diariamente utilizados. Quando
estes compostos chegam aos corpos d'dgua sdo freqgiientemente transferidos
para as cadeias tréficas e podem mostrar seus efeitos em locais afastados da
origem e depois de um grande intervalo de tempo. Os estudos sobre estes
contaminantes sdo ainda muito escassos em organismos neotropicais, sendo que a
grande maioria dos trabalhos realizados se concentram na andlise de organismos
do Hemisfério Norte.

Da miriade de compostos téxicos a que a maioria dos ecossistemas
aqudticos estd exposta, apenas uma pequena porgdo jd foi estudada e estes
estudos ndo foram realizados de maneira mais aprofundada, limitando-se muitas
vezes ao relato da quantificagdo do contaminante na dgua, no sedimento e em
por¢des de tecido. Ndo que esta andlise seja de pouca importdncia, mas sdo
necessdrios estudos mais amplos que envolvam vdrias dreas do conhecimento
como a ecologia, fisiologia, histologia, biologia molecular e a genética.

A falta de estudos mais aprofundados é fonte de grande preocupagdo, pois

com tantos contaminantes disponiveis no meio ambiente, pode-se pensar que pelo

! Texto ndo publicado e comunicagdo pessoal. O Prof. Dr. Ciro A. OLIVEIRA RIBEIRO trabalha
com ecotoxicologia, metais pesados e compostos organometdlicos derivados (como o mercdrio e o

TBT) no Departamento de Morfologia (Biologia Celular) desta instituicdo.
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menos uma pequena parcela chega ao topo das cadeias alimentares, podendo

atingir os seres humanos.

1.5. A TOXICIDADE DOS METAIS PESADOS

Alguns metais como o chumbo, por exemplo, sdo, invariavelmente, téxicos
ao funcionamento da célula enquanto outros, como o cobre, o zinco e o ferro sdo
considerados elementos essenciais a vida e ndo sdo considerados agentes téxicos,
quando ocorrem em baixas concentragoes (MANAHAN, 1999). Porém esses mesmos
metais podem adquirir propriedades téxicas, quando em interacdes que excedem
em qualidade ou quantidade, as necessidades metabdlicas da célula. Sob certas
situacdes o metal ndo contamina a célula mas torna-se elemento integral do seu
funcionamento, portanto o Te/rmo téxico, atribuido a certos metais, deve ser
utilizado com cautela, jd que podem existir diferentes situaces de
contaminagdo por estes elementos.

Em relagdo a toxicidade dos metais pesados, deve-se considerar ainda que
a presenca e a biodisponibilidade, de dois ou mais deles no ambiente, pode
estabelecer, dois a dois, casos de antagonismo ou sinergismo relacionados a
fatores como tempo de exposicdo, efeitos deletérios para individuos ou
populagdes e taxas de absorgdo, acimulo e desintoxicagdo (PAIN, 1995; LANDIS &
Yu, 1995).

Vdrios estudos e levantamentos alertam para a presenca destes elementos
em ecossistemas aqudticos, bem como a contaminagdo dos organismos que neles
habitam, implicando em sérias consequéncias, pois tais elementos agem sobre o
metabolismo dos seres vivos impossibilitando certas vias metabdlicas e
influenciando a integridade celular. Metais pesados freglientemente estdo

associados & casos observados de bioacumulagdo nos organismos e de



12

biomagnificagdo em cadeias tréficas. Na maioria dos casos os metais pesados ndo
sdo eliminados totalmente pelos organismos (TESSIER &TURNER, 1995).
1.6. DISPONIBILIDADE DO CHUMBO NO AMBIENTE

O chumbo (Pb) é um metal pesado, elemento da familia 4A da tabela
periddica (6p?); tem massa atémica equivalente a 207,2 e possui 82 elétrons em
seu estado elementar; tem eletronegatividade de 1,8 e.v. e seu ponto de fusdo é
relaﬂvamén're baixo (327°C), o que permite sua extragdo fdcil do minério,
através do uso de calor. E um importante constituinte de mais de 200 minerais. O
chumbo ocorre naturalmente em oito formas isotdpicas, das quais quatro sdo
estdveis e quatro sdo radioativas. Os:isétopos estdveis, Pb-206, Pb-207 e Pb-
208, sdo respectivamente, os/ produtos finais da série de decaimento radioativo
do urdnio, actinio e tério; o PB-204, também estdvel, ndo possui precurssores
radioativos naturais.

Por ser de extragdo fdcil o chumbo tem sido aproveitado pelos humanos a
milénios. Existem registros de aproximadamente 7000 anos do uso de chumbo
pelos egipcios na confecgdo de pesos e dncoras, utensilios de cozinha e soldas. Os
romanos também utilizavam extensivamente o chumbo. A solubilizacdo do chumbo
em recipientes para cozimento, utilizados na confecgdo do xarope de uva para a
producdo de vinho e para a preservacdo de frutas, pela aristocracia da época,
pode ter sido uma das principais causas do declinio da cultura romana, que teve
inicio no século V d.C. A alta concentracdo deste metal em ossos exumados de
individuos pertencentes a aristocracia romana endossam esta hipétese (PAIN,
1995).

O chumbo pode ser encontrado naturalmente em todos os meios (dgua, ar e
solo), sendo eliminado na atmosfera durante erupgdes vulcanicas, existindo como

elemento constituinte de vdrias rochas que através do desgaste por
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infemperismo acabam originando a camada superior do solo, como produto final
do decaimento radioativo de vdrios elementos, sendo encontrado, também, em
corpos d'dgua, no sedimento e em baixissimas concentragées em suspengdo, como
parte do processo natural de desgaste das rochas e posterior transporte. No
entanto a concentragdo deste metal globalmente tem aumentado
significativamente nos Ultimos séculos, a partir da Revolugdo Industrial (PAIN,
1995).

Emissdes atmosféricas do chumbo resultantes de atividades humanas sdo
estimadas como sendo pelo menos duas vezes maiores que as provenientes de
fontes naturais. As mais importantes fontes de emissdo atmosférica sdo
resultado da produgdo de compostos tetralquilados de chumbo (chumbo
tetrametilado -TML e chumbo tetraetilado -TEL), evaporagdo e eliminacdo de
porcSes ndo degradadas destes através dos canos de escape da grande maioria
dos automdveis. Estes compostos orgdnicos do chumbo sdo utilizados como
aditivo na gasolina impedindo a igni¢do espontdnea do combustivel em presenca do
ar- sob pressdo no interior dos motores. As emissdes provenientes da atividade
industrial produzem um maior impacto nas cercanias de minas de extracdo de
chumbo e de. outros metais, fundigdes primdrias e secunddrias, e outras
industrias que produzem, usam ou reciclam produtos que contenham chumbo na
sua composicdo (PAIN, 1995).

A liberagdo do chumbo nos oceanos pelas industrias € pelo menos 2,6 vezes
maior atualmente do que no periodo pré-industrial. Acredita-se que as maiores
concentracées do metal, ocorram nas dguas continentais, principalmente nas
proximidades de grandes centros urbanos. As fontes mais comuns de
contaminacdo incluem a deposi¢do seca e Umida do chumbo presente na
atmosfera, que tem influéncia global, e fontes mais restritas como os esgotos

domésticos e industriais ndo tratados.
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A utilizagdo de tintas contendo pigmentos derivados de compostos de
chumbo (por exemplo: carbonato de chumbo - pigmento de cor branca, monéxido
de chumbo - pigmento amarelo e pigmentos vermelhos originados da oxidacdo do
monéxido de chumbo) tem diminuido substancialmente nos Gltimos anos devido ao

reconhecido perigo de envenenamento.

1.6.1. CHUMBO: METABOLISMO E EFEITOS

O chumbo ndo é um elemento essencial em organismos e é considerado
altamente téxico, sendo que todos os seus efeitos conhecidos, em sistemas
bioldgicos, sdo deletérios. Pode existir no meio ambiente na forma inorgdnica,
como ions Pb™ e Pb* (menos fregiiente) e na forma orgdnica, complexado
covalentemente a compostos /de carbono (Pb-C-R3). A forma inorgdnica é menos
téxica que a orgdnica, jd@ que usualmente a membrana plasmdtica apresenta-se
mais permedvel ao organometal (lipossolivel) (PAIN, 1995) .

Os organismos aqudticos sdo contaminados principalmente através da dgua
e por via tréfica, com o metal sendo absorvido pela pele, branquias e intestino.
Fatores ambientais como por exemplo a dureza da dgua e o seu pH, parecem
influenciar a disponibilidade do chumbo. A concentracdo de chumbo em certos
teledsteos, como Lepomis gibbosus e Salmo gairdneri, parece aumentar conforme
o pH da dgua diminui (PAIN, 1995). Efeitos tdxicos do chumbo em animais
aqudticos variam de acordo com a espécie considerada, o tempo e modo de
exposi¢do, o desenvolvimento de tolerdncia fisiolégica e os teores de metal. A
tolerdncia fisiolégica ao metal pode ser adquirida pelo individuo ou controlada por
expressdo génica hereditdria. (op. c/t).

Em peixes (Pleuronectes platessa, sob baixos teores de chumbo na dgua, jd
foram observados efeitos subletais a 7 ug/| e inibigdo da atividade de enzimas

hematopoiéticas a 10 pg/l. Sob altos teores, hd relatos de anemia, redugdo na
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eclosdo dos ovos, escurecimento da regido dorso-caudal e curvatura lateral da
espinha. Em doses letais o Pb aumenta a produgdo de muco, o que obstrui as
brdnquias, matando por anoxia. (PAIN, 1995).

Ndo foram ehconfradas evidéncias plausiveis de biomagnificagdo, ou
actimulo crescente de chumbo por estdgios ascendentes de cadeias tréficas
(PAIN, 1995). De outra forma, VieH (1981) demonstrou com um sistema
laboratorial de fluxo continuo, que os niveis tréficos analisados (alga-crustéceo,
planctonico-peixe) em ascendéncia, ndo acumulavam chumbo em correlacdo
positiva. Contudo o mesmo trabalho indica que o nivel mais elevado da cadeia
experimental que envolveu trés espécies, ou seja, o peixe Poecilia reticulata
acumulou mais chumbo pela via tréfica que pela hidrica.

Conclui-se que dados d/bﬁdos /n natura, quando isolados, sdo ineficazes
para a constatagdo de biomagnificagdo. Isto porque a absorg¢do do chumbo pode
ndo se dar exclusivamente por via tréfica.

Experimentos indicam que animais jovens absorvem muito mais chumbo
pelo trato digestivo que os adultos. Fatores de dieta, como baixos teores de
cdlcio, deficiéncia de vitamina C e ferro podem realcar a absor¢do do chumbo
pelo trato digestivo (MERIAN, 1991). Uma vez absorvido pelo epitélio, o chumbo é
distribuido pelo organismo através da corrente sanguinea. Os orgdos apresentam
afinidade diferenciada pelo chumbo. No sangue humano mais de 95% do chumbo
encontrado estd associado aos eritrécitos, vprincipalmeme a hemoglobina. A
quantidade de chumbo em um organismo (dados relativos a humanos e a alguns
mamiferos) pode ser dividido em trés fragodes:

 No sangue e nos tecidos moles com rdpida renovagdo: meia-vida média de

19 dias.
e Tecidos moles e ossos com rdpida renovagdo: meia-vida média de 21 dias.

¢ Ossos do esqueleto: meia-vida média de 10 a 20 anos (MERIAN, 1991).
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O chumbo ndo absorvido pelo epitélio intestinal é eliminado nas fezes (o
chumbo orgdnico é mais facilmente eliminado que c¢ inorgdnico). A porgdo de
chumbo que é absorvida, tanto pelo epitélio intestinal quanto pelo epitélio
respiratério, e ndo é acumulada, é excretada principalmente na urina, via
filtragdo glomerular nos rins. Outras formas de excrecdo ja@ foram relatadas,
como por exemplo, secregdo gastrointestinal, suor e leite (no caso dos
mamiferos).

BAATRUP (1991) comenta sobre o efeito neurotéxico do Pb™, com alteracdo
dos teores normais de neurotransmissores, em peixes expostos de forma
crénica. Efeitos do chumbo no sistema nervoso de animais podem estar
relacionados com alteracées de comportamento, afetando a alimentagdo, a

, N
reprodugdo ou a migragdo dos individuos. Outros drgdos ou sistemas de um
organismo podem sofrer alteracdes por exposicdo ao chumbo inorgdnico.
Disfuncdes renais cronicas ou agudas podem ocorrer, em resposta a: danos nos
tibulos proximais, decréscimo da reabsorgdo tubular, arterioesclerose local,
fibrose intersticial, atrofia glomerular e degeneragdo hialina dos vasos
associados. O Pb™ também estd associado a altera¢des cardiovasculares, como o
aumento da pressdo arterial. Os sistemas enddcrino, hematopoiético e

imunolégico podem ser afetados. (MERIAN, 1991).

1.6.2. EFEITOS CELULARES:

O chumbo é um contaminante ndo especifico que age em nivel molecular
levando a inibi¢do de vdrias enzimas necessdrias a manutencdo da homeostase
celular. Podem-se citar alteragées na atividade catalitica da aminoacil-t-RNA-
sintetase de peixes (NICHOLLs et al, 1989), inibicdo da atividade de muitas
enzimas envolvidas com a producdo do grupo heme, levando a diminuigdo da

atividade catalitica de vdrias outras enzimas, como por exemplo: a mioglobina,
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citocromos, catalase e a hemoglobina. Os problemas com esta dltima leva a um
sintoma da contaminagdo com o chumbo comumemte observado em vdrios
vertebrados, inclusive em peixes, que é a anemia.

Em relagdo a outros metais, como o merctrio e o cobre, o chumbo
inorgdnico tem restrita movimentagdo através de membranas biolégicas. Isto se
deve d baixa solubilidade dos sais de chumbo, com fregiiente formacdo de
precipitados, como Pb(OH)" e PbHCO3". Foi portanto sugerido que, em peixes, hé
um menor acimulo de chumbo, relativo dqueles dos outros metais citados
(BAATRUP, 1991).

O chumbo causa diversos danos a regulagdo celular das condicées
oxidativas normais, inibindo a agdo de diversas enzimas responsdveis pela:

/
eliminagdo celular de composfbs de oxigénio parcialmente reduzidos, como p.ex.,
o superéxido (O27), o perdxido de hidrogénio (H.0:) e a hidroxila (OH"). Devido a
sua reatividade, esses compostos sdo altamente tdxicos a célula, podendo
promover oxidagdes (quebras) de vdrios componentes celulares.

Caso um destes componentes seja o DNA, o risco de mutagenicidade por
exposicdo ao metal, pode ser iminente. Vdrios estudos mostram que aberragées
cromossomicas podem ser encontradas em populagées expostas ao chumbo, em
concentracées que variam de 10 a 100 pg por ml de sangue. Este efeito
genotdxico resulta, provavelmente, ndo da interagdo direta do metal com o DNA,
mas sim de distirbios na atividade enzimdtica que prejudicam os mecanismos de
replicagdo, transcrigdo e reparagdo do material genético.(MERIAN, 1991).

Uma reagdo celular caracteristica da intoxicacdo com chumbo observada
em vdrios experimentos, é a formagdo de corpos de inclusdo intranucleares
densamente corados, principalmente nas células do figado e rim. Estas inclusdes
mostram-se sempre independentes do nucléolo. Através de estudos histoquimicos

e de andlise direta apds tais estruturas terem sido isoladas sugere-se que tais
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corpos sejam formados por proteinas nucleares provavelmente ndo-histdnicas,
ricas em grupos sulfidril, complexadas com o chumbo, aproximadamente 50 pg de
chumbo por mg de proteina. Estas proteinas possuem grandes quantidades de
dcido aspdrtico e glutdmico, glicina, cistina e triptofano (GOYER et al, 1974).

O mesmo autor sugere ainda que tais corpos de inclusdo servem de
mecanismo adaptativo e de protecdo durante o transporte transcelular do metal,
mantendo uma concentracdo citoplasmdtica relativamente baixa, reduzindo seu
efeito sob fungdes importantes para a manutengdo da homeostase, como por
exemplo, a respiragdo mitocondrial e a sintese protéica.

Apesar do chumbo estar presente no nicleo complexado a proteinas, o seu
efeito nas fungdes nucleares e% ainda incerto. Estudos mostram que a presenga de
chumbo no niicleo estimula a sintese do DNA e a proliferacdo celular no rim de
;‘htos, levando a crer que a exposi¢do cronica deve desencadear processos
carcinogénico.

A exposigdo excessiva a este metal produz alteragdes cromossdmicas no
homem e em animais de laboratério, dentre elas tetraploidias, anormalidades
mitéticas e quebras envolvendo normalmente apenas uma das cromdtides (Muro
& GOYER, 1969 apud GOYER, 1974). Em trabalhadores expostos ao chumbo por
risco ocupacional, foram obéérvadqs além das alteracdes supracitadas, defeitos
de adesdo e condensagdo dos cvr‘omvoréswomos além de aumento do indice mitético.

Somando-se a associagdo a proteinas nucleares insoliveis, responséVgis
pela formacdo dos corpos de inclusdo, o chumbo também pode se associar a
proteinas dcidas soliveis em NaOH, este tipo de proteina estd envolvida na
regulagdo e replicagdo do DNA e influencia a sintese de RNA DNA-dependente.
Algumas informagdes tais como, a observagdo de polirribossomos desagregados e

a despolimerizagdo /n vitro de RNA purificado de £ coli em presenca do chumbo,
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levam a crer que este pode afetar a sintese protéica no nivel dos ribossomos

(GovYER, 1974).
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2. OBJETIVOS

CARACTERIZAR cromossomicamente exemplares da espécie Hoplias aff.
malabaricus (traira) pela coloragdo convencional em Giemsa (macroestrutura),
pelas regides organizadoras de nucléolos (RONs) e pelo padrdo de distribui¢do

da heterocromatina constitutiva (Banda C).

COMPARAR os dados cariotipicos obtidos de exemplares ndo expostos ao chumbo
(Pb™), com aqueles obtidos apés a realizagdo do bioensaio de exposicdo crdnica
por via tréfica ao metal.

I/J
CONSTATAR as alteracdes que por ventura houverem nos cromossomos e

correlaciond-las ds dosagens de chumbo a que os peixes foram expostos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL

Foram analisados nove exemplares da espécie Hoplias aff. malabaricus
(BLOCH, 1794) coletados em tanques de represas artificiais na Fazenda
Canguiri- UFPR, no municipio de Piraquara-PR (Bacia do Rio Iguacu - Primeiro
Planalto Paranaense). Esta espécie fbi escolhida por apresentar fdcil adaptagdo e
manutengdo nas condigdes laboratoriais e por ser um predador de hdbito
alimentar piscivoro, representando assim um nivel tréfico elevado dentro das
cadeias alimentares dos ecossistemas aquaticos.

Apés a coleta os animais foram mantidos em aqudrios individuais de 20
litros por um periodo de aclifﬁa‘rag&’o de no minimo 20 dias, com temperatura e
aeracdo controladas. A alimentagdo foi efetuada com exemplares vivos de
Cyprinus sp. (carpa) a cada 5 dias (120 horas).

Decorrido o periodo de aclimatagdo, os exemplares foram utilizados em um
teste de bioensaio onde foram expostos ao chumbo (II) (figura 1) via
alimentagdo (exposigdo tréfica). A solugdo estoque do chumbo foi obtida a partir
do sal nitrato de chumbo (PbNO3) no Laboratério de Bioensaios do depto. de

Biologia Celular.
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Figura 1: Laboratério onde o bioensaio foi realizado, mostra as trairas durante o

periodo de aclimatagdo



3.2. METODOS

3.2.1. DAs COLETAS
Os animais foram coletados com auxilio de:

—Rede de arrasto de malha 1,2 cm entre nos

3.2.2. DA OBTENCAO DO MATERIAL BIOoLOGICO

Dos nove exemplares de H. malabaricus que fizeram parte do bioensaio,
trés foram utilizados como controle, sendo alimentados com carpas a cada 120
horas as quais receberam intraperitonialmente apenas dgua destilada. Os seis
outros individuos foram expostos ao xenobionte, alimentados da mesma forma
descrita anteriormente, onde as carpas serviram de veiculo para a dosagem: 21
(ug Pb/ g traira a cada 120h). Trés animais expostos foram sacrificados 18 dias
(4 doses) ap6s o inicio do bioensaio e os outros (3 controles e 3 expostos) no
41° dia (8 doses).

Ap6s o sacrificio dos animais, anteriormente anestesiados com MS 222,
alguns orgdos foram retirados para andlise morfoldgica. O rim anterior, que € de
interesse a citogenética, foi dividido, sendo o tamanho do bloco de tecido
utilizado de aproximadamente 3 mm?, e colocado em meio de cultura RPMI.

As gonadas foram identificadas no momento de retirada dos orgdos, sendo
que cada animal teve o seu sexo determinado e catalogado. A seguir o material
foi processado para obtengdo das metdfases mitéticas conforme a metodologia

que segue.
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3.2.3. OBTENCAO DAs METAFASES MITOTICAS

3.2.3.1. Cultura de curto tempo
Foi empregada a técnica de cultura de tecidos sdlidos de curto tempo
(FENoccHIO et al., 1991) com algumas modificagdes, que consiste nas etapas
seguintes.
1) Retira-se a porgdo anterior do rim com aproximadamente 3 mm’ e
transfere-se para uma placa de petri contendo 10 ml de meio de cultura
RPMI mais 20% de soro bovino fetal.
2) Dissocia-se bem o material com o auxilio de duas pingas de ponta fina.
Para melhor desagregagdo do tecido, asperge-se e expira-se a solugdo com
o auxilio de uma seringa de vidro sem agulha com a ponta pressionada ao
fundo da placa de Petri.
3)Apds a obtengdo de uma suspensdo de células, transfere-se o material
da placa para os recipientes que continham o meio de cultura.
4) Incuba-se a solugdo de células entdo obtida em estufa a 29°C por 6-7
horas em média.
5) Vinte minutos antes de se interromper a proliferagdo celular, pingam-se
3 gotas de colchicina (0,025%) em cada recipiente. Agita-se gentilmente o
frasco para homogeneizar o material. O frasco é mantido na estufa
durante os vinte minutos restantes.
6) Decorrido este periodo, interromper-se a proliferacdo celular,
transferindo-o para um tubo de centrifuga graduado e centrifugando-o
por 10 minutos a 800-900 rpm. Descarta-se o sobrenadante e completa-se
o tubo (8ml) com solugdo hipotdnica (KCly 0,075M); ressuspende-se o

material e coloca-se o fubo em estufa por 20 minutos a 37°C.
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7) Prepara-se o fixador usando 3 partes de metanol para cada parte de
dcido acético; devendo-se conservd-lo sob refrigeragdo, enquanto ndo
estiver sendo utilizado. Dado o tempo da hipotonizagdo, pinga-se algumas
gotas do fixador em cada tubo: ressuspende-se o material até ficar
homogéneo, e centrifuga-se por 10 minutos a 800-900 rpm.

8) Apds descarte do sobrenadante, adicionam-se 2ml de fixador;
ressuspende-se muito bem o material de forma que a solu¢cdo se torne
homogénea; completa-se o volume do tubo com fixador, até 8ml;
resuspende-se novamente o material e centrifuga-se por 10 minutos a
800-900 rpm.

9) A etapa acima é entdo repetida mais uma vez. Apés o tubo ter sido
preenchido com o fixador, pela segunda vez, este é guardado em um
refrigerador (freezer) a temperatura de -20°C, por 24h.

10) Decorrido este periodo, os tubos sdo retirados do freezer e o material
¢ ressuspendido e centrifugado. Retira-se o sobrenadante e completa-se o
tubo até o volume de 15ml, o material é entdo transferido para
microtubos (tipo eperdorfe), que sdo guardados no refrigerador (freezer)

a temperatura de -20°C.

3.2.3.2. A andlise do material e a coloracdo convencional

O material, apds ter sido retirado do freezer (-20°C) foi gotejado (2 a 3
gotas) sobre uma ldmina colocada no vapor de um banho maria @ 37°C. As ldminas
devem ter sido meticulosamente limpas e conservadas em dicool, na geladeira,
antes de receberem a solugdo dos ependorfes. Apds gotejamento, as laminas
foram secas ao ar.

A coloracdo segue a técnica convensional, com uso de uma solugdo de

Giemsa a 5% em tampdo fosfato (pH 6,8). Esta foi colocada sobre as laminas por
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um periodo de cerca de 10 minutos. Decorrido tal tempo, as ldminas foram
lavadas em dgua corrente e secas ao ar.

Esta coloragdo convencional permitiu a andlise do nimero, morfologia e
férmula cromossémica e também a observacdo das alteracdes macroestruturais

provocadas pela contaminagdo com o chumbo.

3.2.3.3. Caracterizagdo das regides organizadoras de nucléolo (RONs)

A técnica que foi utilizada é descrita por HOWELL & BLACK (1980), a qual
cora as regides organizadoras de nucléolos (RONs) através da utilizagdo de uma
solugdo aquosa de nitrato de prata. As regides que foram marcadas sdo as que
estavam ativas na intérfase precedente, corando-se nos cromossomos
metafdsicos.

A técnica descrita por HOWELL & BLACK (op. cit.) pode ser resumida nas
etapas seguintes:

—Foram utilizadas |dminas preaparadas conforme a técnica supracitada,

em alguns casos a ldmina foi envelhecida por até 5 dias em uma estufa de

aproximadamente 45 °C.

—A técnica utiliza uma solugdo aquosa de nitrato de prata a 50% (0,5g de

AgNO3 em 1 ml de H20 destilada, recém preparada) e uma solugdo aquosa

de gelatina a 2% (1g de gelatina sem sabor comum em 50ml de H.O

destilada, acrescenta-se 0,5ml de dcido férmico), esta ultima deve ser

acondicianada em frasco dmbar e mantida em geladeira

—Pinga-se sobre a lamina 2 gotas da solugdo de gelatina, 4 gotas da

solugdo aquosa de nitrato de prata e uma gota de dgua destilada.

—Misturam-se as gotas e cobre-se entdo a lamina com uma laminula.



—Leva-se a ldmina assim preparada para estufa de 60 °C, permanecendo na
estufa por aproximadamente 9 minutos ou até que a ldmina adquirira uma
coloragdo dourado-acastanhada.

—Remove-se entdo a laminula com um jato de dgua destilada, coloca-se a
|dmina em uma solugdo de Giemsa (1%) por 30", apenas para retirar o brilho
da coloragdo.

—Deixa-se a lamina secar ao ar.

—As laminulas sdo entdo lavadas em solugdo sulfocrémica, enxagiiadas em

dgua corrente e deixadas secando ao ar, para que sejam reaproveitadas.

3.2.3.4. Detecgdo das regioes de heterocromatina constitutiva (Banda C)
Para a detecgdo da banda C foi utilizada a técnica descrita por SUMNER
(1972), com algumas modificagdes:
—A |dmina foi preparada conforme o protocolo jé citado, em seguida esta
¢ colocada em uma solugdo de HCL 0,2N, a temperatura ambiente durante
15 minutos. Decorrido este tempo, lava-se a lamina em dgua deionizada e
deixa-se secar ao ar.
—Coloca-se a lamina em solugdo salina 2xSSC, a 60 °C, por 15 minutos.
—Lava-se a ldmina em dgua deionizada, deixa-se secar ao ar.
—Submergir a ldmina em um tubete contendo uma solugdo aquosa de
hidroxido de bdrio(Ba(OH): 8H:0) a 5% a uma temperatura de 42°C
durante 1 a 2,5 minutos.
—Lava-se em solugdo de HCl 0,2N, para retirar o excesso de hidréxido de
bdrio.
—Lava-se em dgua deionizadada e deixa-se secar ao ar.
—Incuba-se as laminas numa solugdo salina de 2xSSC, por 1 hora a 60°C.

—Apds este periodo lava-se novamente e deixa-se secar ao ar.
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—Cora-se, entdo, as ldminas com solugdo de Giemsa a 2% em tampdo
fosfato pH 6,8 durante 20 minutos.

—Lava-se em dgua deionizada e deixa-se secar ao ar.

3.3. MONTAGEM E ANALISE DOS CARIOTIPOS

As preparagdes foram todas analisadas em microscopio binocular Olympus.

Nas preparagdes coradas segundo a técnica convensional (Giemsa), as
metdfases que apresentaram boa dispersdo, condensagdo e morfologia
cromossomica, foram fotografadas em microscépio Zeiss, em campo claro com
objetiva de imersdo; para a montagem do caridtipo dos individuos, foram feitas
pranchas de machos e de fémeas.

Os caridtipos foram montados organizando-se os cromossomos segundo os
critérios de relagdo de bragos (RB) (q/p), proposto por LEVAN et al, 1964), e
classificados como metacéntricos (RB= 1,00 a 1,70); submetacéntricos (RB= 1,71
a 3,00); subtelocéntricos (RB= 3,01 a 7,00) e acrocéntricos (RB= maior que 7,01).
Os cromossomos assim separados foram entdo organizados em ordem
decrescente de tamanho.

Ainda nas preparagdes coradas convencionalmente foram fotografadas as
metdfases que apresentaram alteracdes cromossomicas estruturais, neste caso
ndo foram montados caridtipos mas sim feitas ampliagdes para melhor
observacdo das alteragdes; e apds todas as ldminas terem sido analisadas foi
possivel estabelecer uma proporcdo entre o total de metdfases analisadas e o
nimero absoluto e relativo de metdfases que apresentaram alteragdes para cada
individuo, permitindo o estabelecimento de uma relagdo do nimero de metdfases
com a quantidade de alteragdes observadas e o tipo de tratamento que o

individuo recebeu, isto € se foi ou ndo exposto ao xenobionte.
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As preparagdes que foram tratadas de forma a corarem as regides
organizadoras de nucléolo (RONs), foram também analisadas e tiveram as
melhores metdfases fotografadas sendo entdo determinado o nimero e a
localizagdo das regides marcadas pelo nitrato de prata. Foram feitas laminas de
cada um dos individuos.

As preparacdes de Banda C, foram analisadas da mesma forma e
fotografadas de forma a caracterizar as regides de heterocromatina

constitutiva.
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4. RESULTADOS:
4.1. CARACTERIZACAO CITOGENETICA.

Foram analisados 9 exemplares de Hoplias aff. malabaricus (figura 2) 04
machos e 05 fémeas, popularmente conhecidos como traira, coletados na Chdcara
da Paz, municipio de Sdo José dos Pinhais-PR. Estes apresentaram um nimero
dipléide modal de 42 cromossomos (tabela 1 e grafico 1), e nimero fundamental
(NF) igual a 84. A macroestrutura cariotipica apresentou 16 cromossomos
metacéntricos (M), 3 cromossomos submetacéntricos (SM) e 2 subtelocéntricos
(ST). Sdo apresentados na figura 3 os cariétipos montados para fémea e macho,
respectivamente.

Quanto a microestrutura, os exemplares analisados apresentaram um
nimero varidvel de cromossomos marcados pelo nitrato de prata (RONs), de 2 a
6 marcas (figuras 4 e 5), que variaram também quanto aos cromossomos
marcados e quanto a localizagdo das marcas, a grande maioria mostrou-se
telomérica, ocorrendo em alguns casos marcas nos dois telomeros (biteloméricas)
(figura 4b). Estas variagdes ocorrem de forma intrapopulacional e
intraindividualmente, caracterizando o polimorfismo de RONs. Segundo a
literatura consultada o polimorfismo de RONs ¢é uma caracteristica
cromossdmica desta espécie, corroborando os dados encontrados neste estudo
(DERGAM & BERTOLLO, 1990; JORGE, 1995; CESTARI, 1998).

A heterocromatina constitutiva, caracterizada pela técnica da banda C,
mostrou-se distribuida nas regides centroméricas e pericentroméricas de quase
todos os cromossomos, coma presenga de marcas teloméricas em alguns destes e
de um grande bloco intersticial no par 1 (metacéntrico), as marcas teloméricas
estdo indicadas por cabecas de seta e os blocos maiores por setas (figura 6). As
marcas pericentroméricas foram observadas em outros estudos feitos em H.

malabaricus (DERG6AM & BERTOLLO, 1990; JORGE, 1995). O bloco maior de



heterocrometina necessita de uma melhor caracterizacdo ndo tendo sido
observado em todas as metdfases analisadas. O fato de ndo ser visualizado em
todas as metdfases se deve, possivelmente a problemas coma técnica e

diferencas entre as diferentes laminas
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Figura 2: Detalhe mostrando um dos exemplares de Hoplias aff. malabaricus que

participou do bioensaio.
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NUMERO DIPLOIDE (2n) | 42 | 41 40 39 38  Total de metifases |
601 (F) 202 1 4 10 4 231 |
602 (F) 84 7 1 6 1 99 |
606 (F) 2090 13 9 2 6 249 |
607 (F) 203 8 13 5 5 | 234 |
610 (F) 200 | 6 4 6 2 218 |
SOMA 898 | 45 31 39 18 1031 |
603 (M) 207 | 10 7 6 10 240 |
605 (M) 201 @ 9 8 6 7 231 |
608 (M) 95 @ 4 4 5 3 111
609 (M) 207 9 8 8 6 238 |

| SOMA 710 32 27 25 26 820

| Total de metdfases 1608 | 77 58 | 64 44 1851 i

Tabela 1: Fregiiéncia absoluta correspondente ao niumero dipldide (2n)
observado para cada individuo (fémeas e machos) coletados na Fazenda Canguiri,
no total de metdfases analisadas.

1000 - 871
. o
3
E Clfémeas M machos
°
£ N
Y}
Re)
2
4365 3902 3007 3,293 3783 3049 1,746 umt
e o e 7777 p— o Smm—
42 41 40 39 38

6rafico 1: Freqiéncia relativa correspondente ao numero dipléide (2n)
observado em machos e fémeas coletados na Fazenda Canguiri, no total de

metafases analisadas.

2n
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Figura 3: Caridtipos montados para fémeas e machos, respectivamente,

coletados na Fazenda Canguiri, que fizeram parte do bioensaio de exposicdo

tréfica ao chumbo (Pb™), 2n=42 (16 M+03 SM+ 02 ST), NF=84.
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4 2. RELATIVOS A CITOXICIDADE:
ALTERACOES CROMOSSOMICAS

Dentre os individuos que fizeram parte do bioensaio de exposigdo cronica
ao chumbo (Pb™), trés foram utilizados como controle e seis foram expostos por
via trofica. Nos individuos que foram expostos e sacrificados no 18°. dia, apés
receberem 4 doses, foram observadas alteragées cromossomicas em algumas
metdfases. A saber: quebras envolvendo apenas uma das cromatides (figuras 7 e
8), inversdes pericéntricas (figura 9a), cromossomos em que uma das cromdtides
parece ter executado um giro de 180° na regido do centromero (figuras 9b e
10) e quebras envolvendo ambas as cromdtides que origiraram pequenos
fragmentos cromossdmicos (figura 11). Nos individuos sacrificados no 41 dia,
foram observadas alteracdées cromossomicas semelhantes as observadas no
primeiro grupo de animais sacrificados (figura 12), e também modificagdes na
estrutura do cromossomo com provdveis descondensacdes (figuras 13 a 17),
aparentando problemas na espiralizagdo das fitas de DNA, e poliploidia (figura
18).

A tabela 2 fornece as freqiiéncias absolutas e relativas em que foram
observadas metdfases com uma ou mais alteracées cromossomicas. A tabela
também relaciona os individuos, identificados por seus numeros (registro

laboratorial), ao sexo e ao tipo de tratamento a que foram submetidos.



6€

‘s2|dwis puganb bwn
DOIpUl D42S D ‘g 2sbjD4aw pu ‘pjdnp puganb bwn 2 (sapiibwiodd sop pwn souadp) s2|dwis buganb bwn WDIIpU) SD43S SD ‘Y 2sDJDiaW

DN ‘DIP . 8] OuU SOpDIIJ1uIDS WpoJo) 2nb sojsodxa spwiup sop sajuaiuaAodd ‘SIDUNINILS? S205DU2LD WOD S2SDID4AW :Z Dunbiyg

) ol S
" 4.;» fy\.
‘ ..h\v.h « mﬂa
. T, !
=>% .
4 fup %




0] %

sa|dwis sbaganb ‘waqwoy ‘WDdIpul SD}as SO ‘g asDD4aW bu ‘sajdwis aganb DWN DIIPUI D42S D ‘Y 2SDJD4IW

DN DIp . @] OU SOPDI1}1uoDs WoJo) 2nb soisodxa SiDWIUD SOp S24ud1U2A0Jd ‘SIDUNINILSD S205DU24|D WOD S2SDJD43W :@ Dunbiy




"0J2WQU LU
op opibaJ pu Q] 2p 0D5D}0J DWN N2JJ0S ‘S2pP14DWOJD SDP DWN 2 uawajuaJpdo anb W2 owossowoud Wn DIIpUl D43S D ‘g 2SD4D4W
DU ‘DI144U2142d ODSJU2AUI DWN 2P 2JUDL|NSDJ 0D1J}UI0J9D OWOSSOWOUD Wn 2 sa|dwis puaganb pwn wodipul sp4as SO ‘y 2sbjpiaw

DN DIP . 8] OU SOPD21J1uoDS WoJoj 2nb soysodxa sipwiup sop sajuaiuaroud ‘siPUNiNULS2 S205DU24D WOD S2SDJDI2W :6 Dunbiy




(474

"0J2W0J U2
op opi62. bu 08 3P 0D5D40J DWN N2JJ0S ‘SIPI4DWIOJD SDP DWN }uaW24u2.0dp 2nb W3 SOWOSSOWOUI WDIIPU] SDL2S SD S2SDJD4IW SD

SDQWD W3 'DIP . @ OU SOPDI1}149DS WDJ0S anb soysodxa s1pWIUD sop s2jua1uaA04d 'SIDUNINILSD S205DU3L|D WO S3SDJDI2W :0T Ounbig

o

Y
‘7 P
T
als x
r e 3 s
< i
‘\ [R.-_\ *.\I
=y "
" w




1904

'spjdnp spaganb sonp woo1pul sp4as sp ‘) 3spjp4aw pu 2 bjdnp paganb own paIpul
D42S D ‘g 2SDJD4aW DU !(S2PI}DWOID SD SDQWD OpUA|0AUR) pjdnp puganb pwn 2 s2|dwis buganb pwn WodIpul SD42s SD 'y 3sDDiaW

DN 'DIp . @] OU SOpPDII414oDS WDJo4 anb sojsodxa sipwiub sop sajuaiuanouad ‘SIDUNLNULS? S205DU24|D WOD S2SDJD42W [ DJnbig

D g 4
. .,i\ ¢ T~ A -
R 4 Tt ,
» s R ¢ 4 4.y
% v R s X a ™
. - ”1 * “ x Z.o.v '
Y
' ;T v WY
. > ‘




14

'sp|dnp spuganb wps1pul SD43s SD S3aSDSD42W SD

SDQWD W3 'DIP .,[{ OU SOPDI1}1J9DS WDJ0J anb s04sodx2 SIDWIUD SOp S24ud1UaA0Jd ‘SIDUNLNILSD S205D424|D WO S2SD4D4aW :21 DJnbiy



St

"SOWOSSOWO0.4D SOP SDPDSUPUOISIP 2}uW3uaaodp s305.0d Wod1pUI SD}S SD SSDJDLAW SD

SDQWID W3 'DIP . T{ OU SOPDI1J1420S WDJ04 2nb S0150dX2 SIDWIUD SOP S24u21U2A0Ud 'SIDUNLNILSD S205DU24[D WOD S25DJD42W €T DJnbiy

e ” o v
“ ¥
g, T 2 »
® . -
.‘ " { §F] *
4 4.7 n Ab & . tl
T . £ . X .
L) .f '
™ . x'\ 2 J.?i *4
~ ¥ X g xt YO, 4
< Q,/ . A .“* o
\ 2 . sy *
+ *k + %9 ~
» " \8 Y-



9P

‘SOWOSSOWO0.D SOP SDPDSU2PUOISIP 24uaW24u2.40do S205.40d WDIIPUI SD}2S SO S2SDJD4AW SD

SDQWD W3 'DIp . [{ OU SOPDI14149DS WDJ0o4 2nb sojsodxa sipWIUD sOp S24ua1u2A0.d ‘SIDUNLNILSD S205DU24|D WO S2SDJDIAW T OJnbI4

. " d v
'1\ L -+ T
P 4 i = o
N ; ‘ ) &.* > V , -4
' )J e e e Jd
v P . " e 2
) - < Vo ¥
Y . T
¢f IR ) ¥ 7 :
a4



Ly

"SOWOSSOWOJD SOP SDPDSUPUOISIP 2 udW24ua.4odp s20540d WDI1pUI SDLIS SD SSDJDI2W SD

SDQWD W3 'DIP . [{ OU SOPDI14149DS WDJ0J 2nb sojsodx2 sipuiuD sop s24uaiuaA0J4d ‘SIDUNLNULSD S205DU24|D WO SISDJDIAW :GT Dunbi




8t

‘SOWOSSOWOJD SOP SDPDSUIPUOISIP 24udW2a4ua.4odo s205.40d WDIIPUI SDJ2S SD S2SDSDLaW SD

SDQWID W3 ‘DIP . [ OU SOPDI14149DS WDJ04 2nb soysodxa SipUIUD SOp S24ua1uaA04d ‘SIDUNLNILSD S205DU24|D WO S2SDJDIW 9T DJnbid




ot

"S21S3pP WDIPDJUJI 25 anb DPIUIJ2p ODU DZ2JNLDU 2P SOJUWD|I4 P OJ2WNU 2PUDJD WN 2 SOPDINLNILSISIP SOWIOSSOWOUD

WDJ}SOW S2SDJp4aWl SONP Sy 'DIP . [H OU SOPDIIYIIDS Wodo) 2nb soisodxa sipwiup 2p sajuaiuarodd saspjpiaw :£] oanbiy



0s

‘sa4p|dwax2 s24s2p wid ou sapiojdijod sojnj22 2p DSuasaud b WD IpUl SSDYDLIW

SD SDQUWIY ‘DIP . [{ OU SOPDI1}149DS WDJ04 anb so}sodxa SIDWIUD Sop s24ua1uaA04d ‘SDI1UWNU S205DU24|D WO S2SDJDLAW @1 Dunbiy




1S

"SDPDS||DUD SDI1404IW S2SDJD}aW 2p |DLO4 ou ‘(,,qd) oquinyd oD D144} 0DS1Sodx2 2p OIDSU01q Op

244pd z24 anb onpjAipul DPD2 DUDd SDIIWQSSOWOUD S205DU3}|D SDPDAU2SQO WDU0J 2nb W2 spiougnbauy sp opubujsow pjago] :2 Dj2qo |

(000°61) 8€ 002 DIp [t OU OpDI/}14IDG 4 019
(1¥8'81) 6€ 02 DIp I OU 0pDI14110DS w 609
(v6'81) 81 G6 DIp ] OU 0pDI/}11IDG )} 809
(e9t'2) g (104 (opo|14s2p pnbD) 2j0u4u0) E L09
(0000) 0 602 (opoj1Lsap pnbp) ajousuo) 4 909

) (G66'0) 2 roz (opoj1+s2p nbD) 3]0.4u0) W G609 B
(1¥8'81) 66 £02 DIp GJ OU 0pDI/}14IDG W £09
(o18°€2) 02 #8 DIp GJ OU 0pD2/f142DG 4 209
(£92°€2) L¥ 202 DIp GI Ou 0pD2!414IDG 4 109

(svA1Lv13d 3) svinlosav SYQVSTIVNY (" oN) TYWINV 0Q
m<..GZwDGwan_ :S305vy3aLY WOD S3Svdyl3aw | S3svdyli3w 3Q Tv1OL O1N3IWVLivil ox3s OYJVII4IIN3QI




5. DISCUSSAO

Através dos resultados obtides em Hoplias aff. malabaricus para a
populagdo analisada (2n=42, NF=84) (figura 3) podemos destacar similaridades
com outros exemplares de outras bacias hidrogrdficas (BERTOLLO et al 1979;
SCAVONE et al., 1994).

A impregnagdo pelo nitrato de prata (AgNO3), evidenciou marcas multiplas
que indicam regides organizadoras de nucléolos (RONs) em vdrios cromossomos
(figuras 4 e 5). As marcas variaram em nimero (2 a 10) e localizacdo. A
presenca de marcas duplas em apenas uma das cromdtides dos cromossomos do
par 21, possivelmente indicam a ocorréncia de uma transposi¢do de um segmento
anteriormente duplicado. Estas variagdes ocorreram tanto entre os individuos
(variagdo intrapopulacional) quanto entre as metdfases de um mesmo individuo
(variagdo intraindividual), resultados estes que corroboram com os dados
encontrados na literatura consultada que mostra o polimorfismo de RONs como
uma caracteristica comum a este grupo de peixes (DERGAM & BERTOLLO, 1990;
JORGE, 1995; CESTART, 1998).

A mesma similaridade com as outras popula¢des de traira foi observada na
banda C (DERGAM & BERTOLLO, 1990; JORGE, 1995, BERTOLLO et al,, 1997b), através
do padrdo de distribuigdo da heterocromatina constitutiva, principalmente como
pequenos blocos centroméricos e pericentroméricos; blocos teloméricos
pequenos aparecem em alguns pares, um bloco telomérico grande e uma banda

intersticial bem evidente foram observados no primeiro par de cromossomos

(figura 6).
A grande variagdo nos citdtipos — especialmente aquelas que acarretam
uma possivel incompatibilidade entre os sistemas de determinagdo sexual — nas

populagdes de diferentes bacias hidrogrdficas, sugere que a “espécie” Hoplias

aff. malabaricus seja na verdade um complexo de espécies. Porém, algumas das
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diferencas entre os citétipos podem apenas representar diferenciacdes
cromossdmicas entre as populagdes (BERTOLLO et al, 1986). A origem destas
mudangas cromossomicas entre as diferentes populagdes de uma mesma bacia
hidrogrdfica ou de bacias diferentes, pode ser devido a ampla distribuicdo
geogrdfica e a reduzida vagilidade desta espécie (DERGAM & BERTOLLO apud LoPEZ
& FENOccHIO, 1994).

Estudos recentes sobre similaridade molecular, diversidade genética e
distribuicdo geogrdfica (DERGAM et al, 1998) mostram que possivelmente a
espécie foi introduzida no Rio Iguagu nas dltimas décadas. Tendo em vista o
relato publicado, indicando a presenca da espécie no Rio Iguagu que data de 1979
(op. cit), poder-se-ia aventar que a colonizagdo e a conquista de ambientes
distintos estariam associadas com pressdes seletivas, que levaram ao
estabelecimento dos diferentes citétipos.

Os resultados referentes a exposigdo trofica ao chumbo (Pb™) mostram
que os individuos expostos apresentaram modificagdes estruturais tais como:
quebras cromossomicas envolvendo apenas uma das cromdtides ou ambas,
inversdes pericéntricas, descondensagdes de porgdes cromossdmicas, entre
outras. A fregiiéncia em que foram observadas alteragdes nestes animais foi
considerada alta em comparagdo com os controles (necessitando de confirmagdo
estatistica) (tabela 2). As alteragdes observadas, como a presenga de quebras
envolvendo apenas uma das cromdtides (figuras 7 e 8) e a aparente
desestruturagdo dos cromossomos (regides decondensadas) (figuras 13 a 17),
devem-se aos disturbios no metabolismo oxidativo normal, causados pelo chumbo,
que acarreta em um acumulo de espécie reativas de oxigénio parcialmente
reduzidas (H202, O e OH"); e estas por sua vez, podem causar quebras nas
enzimas envolvidas nos mecanismos que asseguram a integridade do DNA ou

causar trocas na sequéncia de bases de porgdes do DNA (mutagdes), podem ainda
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atacar os residuos de aglcar causando fragmentagdo, perda de bases e quebra
de uma das fitas (FRIEDBERG et al., 1995).

O chumbo pode também se complexar a proteinas nucleares,
principalmente aquelas responsdveis pela manutengdo da estrutura dos
cromossomos, fazendo com que estas assumam uma configuragdo anormal (GOYER
etal., 1974).

Estas modificagdes mostram que o chumbo (IT) possui efeitos genotéxicos,
clastogénicos, e possivelmente carcinogénicos, para as trairas (predador que
ocupa o topo da cadeia tréfica de ecossistemas aqudticos continentais) expostas
por via trdfica a concentragdo utilizada (21ug Pb/g traira a cada 120h) no

bioensaio aqui analisado.



6. CONCLUSOES

e Hoplias aff. malabaricus coletado na Fazenda Canguiri no municipio de Piraquara
(Primeiro Planalto Paranaense - Bacia do Rio Iguagu) apresenta 2n=42
cromossomos, distribuidos em 16 M, e 3 SM e 2 ST, NF=84. As RONs se
apresentaram multiplas variando quanto ao ndmero (2 a 10) e localizacdo. A
andlise da banda C mostra que a heterocromatina constitutiva estd distribuida
em sua grande maioria nas regides pericentroméricas e centroméricas, com
presenga de pequenos blocos teloméricos. Um grande bloco telomérico e um bloco

intersticial foram observados no primeiro par de cromossomos.

e Os individuos que foram expostos ao chumbo (II), apresentaram alteragdes
cromosdmicas, como por exemplo, quebras envolvendo apenas uma das cromdtides
ou ambas, inversdes pericéntricas, poliploidia e desestruturagdo do cromossomo.
Estas modificagdes apareceram em 26,41% (média entre os 3 ind.expostos) das
metdfases dos animais sacrificados apds 4 doses e em 20,28% das metdfases
dos individuos expostos sacrificados ao fim do experimento. Através dos dados
obtidos até o presente momento, pode-se afirmar que o chumbo mostrou-se
genotéxico, clastogénico e potencialmente carcinogénico para uma espécie de

nivel trofico elevado , como € o caso das trairas.
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