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RESUMO 

Com a crescente preocupação em preservar e manter a qualidade do ambiente 
aquático, devido aos impactos causados pela atividade humana, estudos são 
realizados com o intuito de avaliar os efeitos nos organismos quanto a toxicidade de 
substâncias químicas. O presente estudo teve como objetivo demonstrar danos basais 
através do teste do micronúcleo písceo em seis espécies de peixes: Astyanax 
altiparanae, Geophagus brasiliensis, Piaractus mesopotamicus, Rhamdia quelen, 
Hoplias intermedius e Oreochromis niloticus. As alterações mais frequentes foram do 
tipo blebbed, lobed, notched e vacuolated. Todas as espécies demonstraram 
apresentar maior frequência de notched, e R. quelen apresentou também maior 
frequência de vacuolated. Em uma comparação entre espécies, somente a alteração 
tipo vacuolated demonstrou apresentar diferença entre espécies, sendo que R. quelen 
apresentou maior frequência quando comparada às outras espécies, e H. intermedius 
apresentou maior frequência em relação A. altiparanae, porém sem diferença com a 
frequência encontrada em R. quelen. Este trabalho tem importância devido a 
caracterização de danos basais encontrados nas principais espécies de peixes 
utilizadas na avaliação de xenobióticos. 

 

Palavras-chave: eritrócitos, teste do micronúcleo písceo, peixes. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A preocupação em se preservar e manter a qualidade do ambiente aquático 

está em contínuo crescimento devido aos impactos causados pela atividade humana. 

Estudos voltados a mutagênese ambiental estão sendo realizados com o intuito de 

avaliar possíveis danos causados aos organismos, sobre a toxicidade de substâncias 

existente, tempo que permanecem no ambiente e seu destino, uma vez que estes são 

o reservatório final de vários produtos.  

A utilização de biomarcadores genéticos é necessária ao se analisar alterações 

no funcionamento e na integridade do DNA das células. Biomarcadores são 

considerados ferramentas importantes em programas de monitoramento ambiental 

por apresentarem grande susceptibilidade, alta sensibilidade e relativa especificidade. 

Neste caso, o teste de micronúcleo písceo é o mais indicado, sendo considerado um 

teste rápido e de sensível detecção de alterações cromossômicas estruturais e 

numéricas. 

Os peixes são utilizados como organismo teste em estudos por serem 

excelentes no biomonitoramento do ambiente aquático, uma vez que estes são 

considerados organismos de fácil adaptação em ensaios laboratoriais, abundantes no 

ambiente, além de atuarem em diversos níveis da cadeia trófica. 

Com isso, surge a necessidade do conhecimento sobre níveis basais de danos 

espontâneos, que possibilitam avaliar de forma mais eficiente as células, tecidos e 

órgãos, e realizar comparações com outros estudos sobre a citotoxicidade e 

mutagenicidade de substâncias, relacionando as diferentes espécies de peixes de 

acordo com suas características. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. MUTAGÊNESE AMBIENTAL 

 

Os organismos vivos estão frequentemente expostos a agentes químicos ou 

físicos que podem induzir modificações na molécula de DNA. Mutações podem ser 

causadas por erros durante a duplicação do DNA, na divisão celular, podendo ser 

induzidas por agentes químicos, provenientes do meio ambiente ou resultantes de 

reações químicas que ocorrem nas próprias células, ou ainda por radiações. Esses 

agentes químicos são normalmente conhecidos como mutagênicos ou 

carcinogênicos, que vão alterar a sequência das bases no DNA, o que pode acelerar 

ou aumentar o aparecimento de mutações (RIBEIRO et al., 2003). 

Estudos voltados a mutagênese ambiental despertaram os governantes para o 

perigo em potencial dos agentes mutagênicos e carcinogênicos para o ecossistema 

(RIBEIRO et al., 2003). Desde a década de 70, a comunidade científica e agências 

regulatórias têm se conscientizado sobre os impactos ambientais sobre a saúde 

humana e a sustentabilidade dos ecossistemas (BICKHAM et al., 2000). No Brasil, os 

testes de ecogenotoxicidade têm sido empregados desde a década de 80, para 

avaliações ambientais (VALENT, 1998). Verificando-se que os testes de toxicidade 

com organismos aquáticos constituem uma ferramenta efetiva para avaliação de 

efeitos de poluentes sobre os organismos vivos, para avaliação de risco de agentes 

químicos, no monitoramento da qualidade da água e no estabelecimento de limites 

permissíveis de lançamento de efluentes líquidos nos corpos hídricos (ZAGATTO, 

1998). 

Segundo Pandrangi et al. (1995), estudos sobre a citotoxicidade e 

mutagenicidade de substâncias são de grande importância, pois permitem avaliar o 

impacto e o efeito destes sobre células, tecidos e órgãos, e ainda inferir sobre 

possíveis perturbações metabólicas e determinar respostas de um dado organismo à 

contaminação. 

 



7 
 

2.2. UTILIZAÇÃO DE PEIXES COMO ORGANISMO TESTE 

 

Os peixes são um dos organismos mais susceptíveis para escolha de 

organismos na realização de testes laboratoriais, considerados espécies sentinelas 

por indicarem efeitos do estresse causados por contaminantes em altos níveis de 

organização (AL-SABTI e METCALFE, 1995; ADAMS, 2002; AKAISHI, 2003).  

Os peixes atuam em diversos níveis da cadeia trófica, sofrem bioacumulação, 

respondem à presença de mutágenos em baixas concentrações, respondem de uma 

maneira semelhante aos vertebrados superiores, apresentam capacidade de 

sobreviver em ambientes saudáveis e relativa resistência aos contaminantes a que 

estão expostos. Além disso, são abundantes no ambiente, apresentarem facilidade 

em adaptar-se aos ensaios laboratoriais e determinarem a distribuição e os efeitos 

tóxicos de contaminantes químicos no ambiente (AL-SABTI e METCALFE, 1995; 

PANDRANGI et al., 1995; AKAISHI, 2003). 

 

2.2.1. Astyanax altiparanae 

 

A espécie Astyanax altiparanae (Figura 1) pertence à família Characidae, a 

maior e a mais complexa da ordem Characiformes (BRITSKI et al., 2007), 

popularmente conhecida como lambari-tambiú, lambari-de-rabo amarelo ou lambari-

relógio, está restrita ao sudeste do Brasil e é encontrada principalmente na bacia do 

Rio Paraná, e também nas bacias do Rio Iguaçu, Rio Paranapanema e Rio Tibagi. O 

gênero Astyanax proposto por Bair e Girard (1854) apud EIGENMANN (1917) 

apresenta distribuição geográfica ampla na região Neotropical, sendo abundante nas 

bacias hidrográficas brasileiras e inclui peixes de pequeno porte, até 200 mm 

(GARUTTI e BRITSKI, 2000). 

A. altiparanae apresenta o corpo prateado com a região ventral esbranquiçada 

e a região dorsal cinzenta, nadadeiras caudal, anal e pélvicas são amareladas 

enquanto as demais são hialinas ou levemente amareladas. Na nadadeira caudal há 

uma faixa mediana negra estendida à extremidade dos raios medianos, separando os 

lobos superior e inferior. Acima da pupila, há uma mancha amarelo-ferrugem 

(GARUTTI e BRITSKI, 2000).  
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Esta espécie apresenta dieta onívora, com flexibilidade em seus hábitos 

alimentares conforme a disponibilidade de recursos (GOMIERO e BRAGA, 2003). 

Além disso, coloniza diversos habitats de água doce, tanto lóticos quanto lênticos, 

incluindo ambientes parcialmente degradados. Apresenta capacidade de ajuste a 

diversas situações ambientais e grande capacidade adaptativa exploratória, utilizando 

estratégias diferenciadas na estrutura populacional (ORSI et al., 2002 e 2004). 

Representa um importante elo da cadeia alimentar, constituindo uma parte 

significativa da dieta de diversos peixes (LEUZZI et al., 2004; BERNNEMANN e 

SHIBATTA, 2002), sendo consumida também por seres humanos (MEURER et al., 

2005). 

Figura 1: Exemplar de A. altiparanae. Fonte: Google, 2015. 

 

2.2.2. Geophagus brasiliensis 

 

A espécie G. brasiliensis (Figura 2), também chamado de cará, acará ou papa-

terra, pertence à família Cichlidae, com distribuição na bacia Amazônica até o rio 

Paraná (MORAES et al., 2004). É considerado habitante natural de ambientes 

lênticos, como lagos, lagoas, reservatórios (ASSUMPÇÃO et al., 2005), lagoas de 

planície de inundação (MESCHIATTI, 1995) e ambientes lóticos como riachos 

(AGOSTINHO, 1999) e rios (UIEDA,1995). São peixes territorialistas, resistentes e 

versáteis (FATTORI et al., 1997 apud ABILHOA e SILVA, 2003). Possuem dieta 

onívora, com hábitos diversificados, alimentando-se de vegetais, material depositado 

no fundo, peixes, gastrópodes, larvas de insetos, micro crustáceos (cladocera), 

escamas de peixes e alevinos (STEFANI, REIS e ROCHA, 2008; SABINO e CASTRO, 

1990). 



9 
 

O acará é um peixe de escamas que possui coloração bem característica, com 

pontos fosforescentes e cores vermelho vinho, azul petróleo e cinza, entre outras 

cores. Seu corpo e suas barbatanas variam do castanho claro ao escuro, 

apresentando uma pinta preta no meio do corpo e possui pequenas pintas claras por 

toda a extensão do corpo, principalmente na parte debaixo e nas barbatanas. Pode 

chegar aos 25 cm de comprimento padrão (SILVA, 2003). 

Com grande valor comercial, devido à fácil reprodução, e na aquariofilia, devido 

à sua atraente coloração e comportamento, G. brasiliensis é utilizado como peixe 

esportivo em pisciculturas e em pesque-pagues (BIZERRIL e PRIMO, 2001). 

Figura 2: Exemplar de Geophagus brasiliensis. Fonte: Google, 2015. 

 

2.2.3. Piaractus mesopotamicus 

 

P. mesopotamicus (Figura 3), conhecido popularmente por pacu, pacu-

caranha, caranha, é uma espécie da família Characidae, subfamília Myleinae, 

originário da Bacia do Rio Prata e do Pantanal do Mato Grosso, é um dos peixes de 

água doce mais estudados nas regiões Sul, Sudeste e Centro-Oeste do Brasil 

(PETRERI JR., 1989). O pacu é um peixe de ambientes lóticos e semi-lóticos, e 

caracteriza-se por ser uma espécie migratória (AGOSTINHO et al., 2004), onívora, 

mas com um hábito alimentar especificamente frugívoro-herbívoro do tipo podador e 

de caráter oportunista (SILVA, 1985). Possui corpo ovalado e robusto, com dorso 

cinza escuro e ventre amarelado (BRITSKI et al., 2007), chega a alcançar 5 kg 
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(CATELLA et al., 1996) e 60 a 82 cm de comprimento (VAZZOLER et al., 1997, 

BRITSKI et al., 2007).  

Essa espécie é considerado de grande valor comercial e de grande potencial 

para a piscicultura nacional (CASTAGNOLLI e ZUIM, 1985; CALCAGNOTO, 1998; 

JOMORI et al., 2003; RESENDE, 2003; CATELLA, 2001 apud PEIXER e PETRERE, 

2007) e até internacional (PULLELA, 1997). Apresenta sucesso na criação em 

sistemas de cultivo intensivo, aquiculturais, devido a suas características de 

precocidade, rusticidade, carne saborosa e de alto valor comercial, além do ótimo 

crescimento e adaptação à alimentação artificial (CASTAGNOLI e CYRINO, 1986). 

Por sua importância para a aquicultura brasileira (LIMA et al., 1999), esta espécie tem 

recebido atenção especial dos pesquisadores pelo interesse em melhorar as técnicas 

empregadas em seu cultivo intensivo (FOLLY et al., 2001). 

 

Figura 3: Exemplar de Piaractus mesopotamicus. Fonte: Google, 2015. 

 

2.2.4. Rhamdia quelen 

 

A espécie Rhamdia quelen (Figura 4), popularmente conhecida como Jundiá, 

pertence à família Heptapteridae (NELSON, 2006), com distribuição Neotropical é 

encontrada do sul do México ao centro da Argentina (SILFVERGRIP, 1996). Habita 

lagos e poços, fundos de rios, com preferência aos ambientes de águas mais calmas 

com fundo de areia e lama, junto às margens e vegetação. Escondem-se entre pedras 

e troncos apodrecidos, de onde saem à noite a procura de alimento (GUEDES, 1980). 
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Apresenta hábito alimentar onívoro (GOMES et al., 2000), crescimento rápido no 

verão e resistência ao inverno (BARCELLOS et al., 2003). É considerada uma espécie 

promissora para o cultivo, com fácil adaptação ao manejo, boa produtividade em 

açudes e alto potencial de comercialização (GOMES et al., 2000).  

Com coloração que varia de marrom avermelhado a cinza ardósia, a espécie 

Rhamdia quelen pode ser diferenciada das outras espécies de Rhamdia por 

apresentar espinho na nadadeira peitoral serrilhado em ambos os lados, nadadeira 

caudal com lóbulos desiguais, presença ou não de poros sensoriais múltiplos na 

cabeça; véu da narina posterior aberta postero-lateralmente, barbilhões maxilares 

com no mínimo 28,8% do comprimento padrão, 5 a 16 arcos branquiais, olhos de 

tamanho médio com ou sem padrão de manchas, podendo apresentar ainda uma 

marca tipo selim escuro na nuca (GOMES et al., 2000). 

Figura 4: Exemplar de Rhamdia quelen. Fonte: Tatiane Klingelfus, 2013. 

 

2.2.5. Hoplias intermedius 

 

A espécie H. intermedius (Figura 5), popularmente conhecida como trairão 

amazônico, pertence à família Erythrinidae. Espécie endêmica da América do Sul, são 

peixes predadores de hábito carnívoro e territorialistas. Podem atingir 100 cm de 

comprimento e 15 à 20 kg de peso corporal (BRITSKI, 1972), possuem preferência a 

ambientes lóticos, como rios e cachoeiras (OYAKAWA e MATTOX, 2009).  
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O trairão é um peixe de escamas que possui corpo cilíndrico, coloração no 

dorso quase negra, nos flancos acinzentados e no ventre esbranquiçada. Essa 

espécie vem despertando o interesse de pesquisadores e de produtores em várias 

regiões do Brasil nos últimos anos, pela sua qualidade da carne e por suas 

características para a pesca esportiva (OYAKAWA e MATTOX, 2009). 

Figura 5: Exemplar de Hoplias intermedius. Fonte: Tatiane Klingelfus, 2013. 

 

2.2.6. Oreochromis niloticus 

 

A espécie Oreochromis niloticus (Figura 6), popularmente conhecida por tilápia 

do Nilo, pertence à família Cichlidae. Espécie de peixe dulceaquícola e originária da 

África, introduzida na região nordeste do Brasil em 1971 e disseminada pelo resto do 

país. A tilápia é amplamente distribuída em ecossistemas tropicais e um dos peixes 

mais importantes na atividade piscicultora no Brasil, possuindo grande capacidade de 

inserção e adaptação a diversos tipos de habitat (RODRIGUEZ e GOLD, 2004).  

Apresenta hábito alimentar onívoro, coloração cinza azulada, corpo curto e alto, 

cabeça e cauda pequenas (GALLI e TORLONI, 1984) e presença de listras verticais 

por todo comprimento da nadadeira caudal (COSTA-PIERCE, 2003). Suas 

características incluem a rusticidade, extrema resistência a condições adversas do 

meio e enfermidades, crescimento rápido e adaptação ao confinamento, aceitação de 

rações com grande facilidade, desde o período de pós-larva até a fase de terminação. 

Além disso, é a melhor espécie que resiste a altas temperaturas, a baixa concentração 

de oxigênio dissolvido e a alta concentração de amônia na água (BOSCOLO et al., 
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2001; EL-SAYED, 1999). Outra característica que torna vantajosa a criação de tilápias 

é a capacidade do organismo em obter um ótimo desenvolvimento em grandes 

concentrações populacionais, característica que diminui o custo de manutenção per 

capita (PONCEMARBÁN et al., 2006). Segundo Girón-Pérez et al. (2007), a tilápia do 

Nilo é um ótimo modelo para avaliação do ecossistema aquático e para realização de 

estudos toxicológicos. 

Figura 6: Exemplar de Oreochromis niloticus. Fonte: Google, 2015. 

 

2.3. TESTE DO MICRONÚCLEO 

 

2.3.1. HISTÓRICO 

 

O primeiro relato na tentativa em usar micronúcleos na avaliação de danos 

citogenéticos foi descrito por Evans et al., em 1959, em roedores, que utilizaram a 

frequência de micronúcleos para medir o dano induzido por radiação. Estes autores 

verificaram que a origem de fragmentos cromossomos acêntricos na mitose ocorre a 

partir das cromátides, cromossomos, quebras de cromátides e trocas simétricas e 

assimétricas incompletas, que são frequentemente excluídos dos núcleos das células 

filhas e aparecem como micronúcleos na intérfase seguinte. Posteriormente, 

Schroeder (1970) recomendou a utilização de esfregaços de medula óssea em 

roedores para detectar in vivo os danos causados por agentes mutagenicos químicos, 

com a ocorrência de micronúcleos.  
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Schmid, em 1975, conduziu seus estudo para o desenvolvimento de testes 

simples in vivo com base na identificação de micronúcleos em eritrócitos jovens 

(policromáticos) de medula óssea de roedores. A técnica foi uma alternativa ao 

método de obtenção de metáfases, utilizada principalmente para observar aberrações 

cromossômicas causados por agentes químicos. 

Assim, teste do micronúcleo foi inicialmente desenvolvido para aplicação em 

pequenos mamíferos, principalmente roedores, e posteriormente foi modificado por 

Hoofman e de Raat, em 1982, para a aplicação em eritrócitos de peixes na avaliação 

de compostos mutagênicos no ambiente aquático como método alternativo para o 

teste de aberrações cromossômicas. Segundo Al-Sabti (1986), os peixes respondem 

aos xenobióticos de forma homóloga aos mamíferos, e Hose et al. (1987) confirmaram 

a utilização do teste do micronúcleo písceo como uma ferramenta de monitorização 

rápida para detectar a presença de agentes mutagênicos no ambiente. 

Para melhor utilização do teste de micronúcleo písceo, Carrasco et al. (1990), 

descreveram e fotografaram as alterações morfológicas encontradas em núcleos de 

eritrócitos de peixes, além dos micronúcleo, e classificaram como: bebbled; lobed; 

notched e vacuolated. Williams e Metcalfe (1992) verificaram que a formação de 

micronúcleos ocorre espontaneamente em células de peixes, mas a frequência de 

micronúcleos espontânea parece ser menor em peixes em relação a roedores, 

corroborando para a utilização de outras alterações morfológicas no teste, tornando a 

análise mais robusta. Fenech (2000), adicionou a técnica descrevendo binúcleo como 

mais uma alteração morfológica que detecta a presença de xenobióticos no ambiente. 

O teste de micronúcleo é considerado por Heddle et al. 1983 como um teste 

simples, rápido e de sensível detecção de alterações cromossômicas estruturais e/ou 

numérica. E sua aplicação em medula óssea e sangue periférico é um dos mais 

estabelecidos ensaios citogenéticos in vivo no campo da genética toxicológica 

(FENECH, 2000).  
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2.3.2. FORMAÇÃO DO MICRONÚCLEO 

 

O teste de micronúcleo baseia-se no princípio que, durante o processo de 

divisão celular, mais especificamente na anáfase, o micronúcleo é formado em células 

parentais a partir de cromossomos acêntricos ou fragmentos de cromossomos 

atrasados que se movem em direção aos polos do fuso mitótico e não são 

incorporados ao núcleo principal das células filhas após a mitose. Como regra, são 

muito menores que o núcleo principal e portanto chamados de micronúcleos 

(SCHMID, 1975). Desta forma, diz-se que a presença do micronúcleo na célula é 

diretamente relacionada às aberrações que ocorrem durante a mitose (ÇAVAS e 

ERGENE-GÖZÜKARA, 2005).  

Em roedores, micronúcleos podem ser encontrados em mioblastos, mielocitos 

e eritroblastos. No entanto, a grande maioria dos micronúcleos apresentam-se em 

eritrócitos jovens e considerados micronúcleos os corpúsculos formados e 

visivelmente separados do núcleo principal da célula, possuindo bordas distinguíveis 

e a mesma refringência do núcleo principal. Com tamanho, no caso de mamíferos, de 

1/20 a 1/5 de diâmetro do núcleo de um eritrócito e, no caso específico de peixes, de 

1/10 a 1/30 do tamanho do núcleo e que não ultrapasse 1/3 do tamanho do núcleo 

principal (SCHMID, 1975; AL-SABIT, METCALFE, 1995; AYLLON, GARCIA-

VAZQUEZ, 2000; GUSTAVINO et al. 2001). 

 

2.3.3. ALTERAÇÕES MORFOLÓGICA NUCLEARES 

 

Estudos descrevem a presença de outras alterações morfológicas nucleares 

(AMNs), além do micronúcleo, em células de peixes (AYLLON e GARCIA-VAZQUES, 

2000; ÇAVAS e ERGENE-GÖZÜKARA, 2005), recebendo uma atenção considerável 

nos últimos anos quanto a expressão simultânea de anormalidades nucleares 

juntamente com micronúcleos. 

Segundo Carrasco (1990), essas alterações nucleares foram caracterizadas 

em quatro categorias, descritas como: 

a) Blebbed: núcleos com uma pequena evaginação da membrana nuclear, ainda 

ligada ao núcleo, parecendo conter eucromatina ou heterocromatina. O tamanho 
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destas evaginações se situa na faixa de pequenas protuberâncias até estruturas 

completamente circunscritas.  

b) Lobbed: núcleos com evaginações mais largas e não tão definidas como as 

descritas para blebbed. 

c) Vacuolated: núcleos que apresentam uma região que lembra os vacúolos no seu 

interior. Estes “vacúolos” apresentam-se ausentes de qualquer material visível no seu 

interior. 

d) Notched: núcleos que apresentam um corte bem definido em sua forma, geralmente 

com uma profundidade apreciável no núcleo. Esses cortes não possuem nenhum 

material nuclear e parecem ser delimitados pela membrana nuclear. 

e) Binúcleo: núcleos em número de dois, bem definidos e chamados de Binúcleo 

(FENECH, 2000). 

 

Figura 7: Célula normal (a); e suas alterações morfológicas nucleares: notched (b e c), 

micronúcleo (e e f), binúcleo (g), vacuolated (h) e bebbled (i e j). A autora, 2014. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar níveis basais de micronúcleo e de alterações morfológicas nucleares 

em diferentes espécies de peixes (Astyanax altiparanae, Geophagus brasiliensis, 

Piaractus mesopotamicus, Rhamdia quelen, Hoplias intermedius e Oreochromis 

niloticus). 

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Contabilizar o número de micronúcleos e alterações morfológicas 

nucleares na espécie Astyanax altiparanae, Geophagus brasiliensis, 

Piaractus mesopotamicus, Rhamdia quelen, Hoplias intermedius e 

Oreochromis niloticus. 

 Comparar os resultados entre as espécies quanto ao número de 

micronúcleos e alterações morfológicas nucleares. 

 Verificar quais alterações morfologias nucleares são significativas dentro 

de cada espécie.  
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

Neste estudo, foram analisados 2000 eritrócitos de seis espécies de peixes: 

Astyanax altiparanae, Geophagus brasiliensis, Piaractus mesopotamicus, Rhamdia 

quelen, Hoplias intermedius e Oreochromis niloticus. As amostras variaram de  n=12 

para Oreochromis niloticus, n=26 para Rhamdia quelen e n=15 para as demais 

espécies. Todo material deste estudo pertenceram a grupos submetidos a condições 

ideais de sobrevivência de estudos realizados no Laboratório de Citogenética Animal 

Mutagênese Ambiental do Departamento de Genética da Universidade Federal do 

Paraná. 

Os bioensaios a que pertenceram as seis espécies ocorreram em diferentes 

momentos, mas todos sob as mesmas condições, a saber:  

a) Aclimatação de 40 dias em tanques de 1000 litros;  

b) Temperatura em torno de 28°C e pH 8,0;  

c) Aeração constante e regime de iluminação com 12 horas claro e 12 horas 

escuro.  

Passado o período de aclimatação, os peixes foram transferidos para aquários 

de 100 litros ou individualizados em aquários de 20 litros, onde permaneceram durante 

96 horas sob condições controladas (as mesmas descritas acima). 

 

4.1 OBTENÇÃO DO MATERIAL 
  

 Antes de serem sacrificados os peixes foram anestesiados com 150mg/L de 

benzocaína (GONTIJO et al., 2003). O sangue periférico foi retirado com o auxílio de 

uma agulha e seringa heparinizadas, através da artéria caudal para peixes com 

tamanhos acima de 10 cm e por punção cardíaca com hematócrito heparinizado, para 

peixes abaixo deste tamanho.  
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Para análise da frequência de micronúcleos em eritrócitos periféricos, foi 

empregada a técnica descrita por (HEDDLE, 1973) e (SCHMID, 1975), com alguns 

ajustes (FERRARO et al., 2004). 

Procedimentos: 

a) As lâminas foram limpas e identificadas; 

b) Imediatamente após cada coleta de sangue, 10 µl foi colocado na superfície da 

lâmina; 

c) Foi preparada uma lâmina por animal; 

d) Com o auxílio de lamínula, foi realizada a extensão (esfregaço) do sangue, 

(técnica de extensões sanguíneas); 

e) As lâminas foram secas ao ar, overnight, e fixadas em cubetas, em etanol 96% 

por 30 minutos. 

f) Após a fixação, as lâminas foram coradas com Giemsa 10% diluída em tampão 

fosfato (pH 6,8) por 15 minutos. Após este tempo, as lâminas foram lavadas 

com água destilada e secas ao ar. 

Para a análise das lâminas foi utilizado microscópio óptico, sendo consideradas 

somente hemácias nucleadas com membranas citoplasmática e nuclear intactas. A 

análise foi realizada por apenas um observador, em teste cego.  

 

4.1.2 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Para a comparação das espécies analisadas através do biomarcador genético 

teste de micronúcleo písceo (MNP), a análise estatística utilizada, primeiramente, foi 

o teste de normalidade Shapiro-Wilk, a fim de verificar a existência de uma distribuição 

normal entre os valores apresentados. Com resultados negativos para normalidade, 

foi realizado o teste de Kruskal-Wallis, para dados não-paramétricos, seguido pelo pós 

teste de Student-Newman-Keuls, com o nível de significância de 5% (p<0,05). 
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5. RESULTADOS 

 

Para as seis espécies de peixes foram encontradas as alterações do tipo 

blebbed, lobed, notched e vacuolated. Apenas para  A. altiparanae não foi encontrado 

a alteração do tipo lobed. 

Comparando em cada espécie a frequência das AMNs, na espécie A. 

altiparanae a alteração tipo notched apresentou maior frequência comparada com as 

alterações tipo lobed (p<0,0001) e vacuolated (p=0,0079) (Figura 7A). O mesmo 

ocorreu para espécie P. mesopotamicus e O. niloticus que apresentaram maior 

frequência para alteração notched em relação as alterações lobed (p=0,0015 e 

p=0,0019, respectivamente) e vacuolated (p=0,0267 e p=0,0137, respectivamente) 

(Figura 7C e 7F). Geophagus brasiliensis e Hoplias intermedius também 

apresentaram maior frequência para alteração notched, mas houve diferença somente 

em relação ao tipo lobed (p=0,0054 e p=0,0142, respectivamente) (Figura 7B e 7E). 

Já a espécie Rhamdia quelen apresentou maior frequência para as alterações tipo 

notched e vacuolated em relação a alteração lobed (p<0,0001 e p=0,0001, 

respectivamente) (Figura 7D).  

Figura 8.: Comparação entre as alterações morfológicas nucleares (AMNs) em (A) Astyanax 
altiparanae, (B) Geophagus brasiliensis, (C) Piaractus mesopotamicus, (D) Rhamdia quelen, 
(E) Hoplias intermedius e (F) Oreochromis niloticus. Letras minúsculas diferentes indicam 
diferença estatística, considerando valores de p<0,05 como significantes. 
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Comparando cada tipo de AMN entre as espécies, foi observada diferença 

estatística somente da alteração tipo vacuolated. Sendo que R. quelen apresentou 

maior frequência em relação a A. altiparanae (p=0,0016), G. brasiliensis (p=0,0432), 

P. mesopotamicus (p=0,0022) e O. niloticus (p=0,0,036), com exceção apenas de H. 

intermedius (p>0,05). E a espécie H. intermedius apresentou maior frequência em 

relação a A. altiparanae (p=0,0173) (Figura 8). 

 

Figura 9.: Comparação entre as espécies A. altiparanae, G. brasiliensis, P. mesopotamicus, 
R. quelen, H. intermedius e O. niloticus em relação à alteração morfológica nuclear (AMN) 
tipo vacuolated. Letras minúsculas diferentes indicam diferença estatística, considerando 
valores de p<0,05 como significantes. 

As alterações micronúcleo e binúcleo não estão representadas nos gráficos, 

pois estas apresentaram frequências igual a zero, não sendo possível realizar análise 

estatística. 

 

6. DISCUSSÃO 

 

Estudos demonstram que diferentes espécies de peixes que vivem no mesmo 

ambiente apresentam variações de danos ao DNA (Grisolia et al., 2009). No presente 

estudo, foram realizadas comparações entre diferentes espécies de peixes que vivem 

em diferentes porções dos corpos d’água (fundo de rios, coluna d’agua) e apresentam 

diferentes hábitos alimentares (carnívoros, onívoros, detritívoros). Através do teste de 
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MNP e AMNs foi possível observar a presença dessas alterações em todas as 

espécies analisadas, evidenciando a alteração notched, que obteve maiores 

frequências em todas as espécies analisadas individualmente, e vacuolated, que 

apresentou diferença estatística entre todas as AMNs, destacando a espécie R. 

quelen.  

R. quelen é uma espécie habitante de fundos de rios, lagos e poços, com 

preferência aos ambientes de águas mais calmas com fundo de areia e lama, junto às 

margens e vegetação, acredita-se que a diferença observada nesta espécie pode 

estar relacionada ao seu hábito alimentar onívoro de fundo de rios. Grisolia et al. 

(2009), em estudo com peixes na Lagoa de Paranoá, observou nas espécies 

Steindachnerina insculpita e Cichla temensis níveis elevados de danos no DNA e 

micronúcleos, dentre várias espécies avaliadas, apresentando habito onívoro de fundo 

de rios e piscívoros, respectivamente. Klingelfus (2013), analisou danos no DNA em 

R. quelen pela exposição de diferentes concentrações de nanopartículas de TiO2 e 

chumbo II, observando pelo MNP que somente a alteração tipo vacuolated apresentou 

diferença entre os tratamentos, porém, não apresentou diferença significativa entre 

grupo controle negativo e o grupo tratado com chumbo II, evidenciando a elevada 

frequência de vacuolated na espécie sem exposição a xenobióticos. Segundo Grisolia 

et al. (2009), devemos estar cientes da sensibilidade diferencial de organismos 

aquáticos a agentes genotóxicos e suas respostas a elas, e de suas relações no 

ecossistema aquático.  

H. intermedius foi outra espécie que também apresentou frequência 

significativa para alteração vacuolated, sendo esta a única espécie que não 

diferenciou estatisticamente com R. quelen. Vicari (2015) observou, por meio de 

estudos com peixes da espécie H. intermedius exposto a diferentes concentrações de 

nanopartícula de TiO2 e chumbo II, que ambas as alterações tipo notched e vacuolated 

se destacaram tanto para o grupo controle negativo como para os diferentes 

tratamentos utilizados, pelo teste de MNP. No presente estudo H. intermedius 

apresentou maior frequência para a alteração tipo vacuolated na comparação com a 

espécie A. altiparaneae  esta por sua vez obteve menores valores em relação as 

demais espécies. Galvan (2011), avaliou a genotoxicidade de efluentes químicos de 

laboratórios de instituição de ensino e pesquisa utilizando o peixe A. altiparanae, e 
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identificou que frequências de MN e AMNs nos eritrócitos dessa espécie foram baixas 

em todos os grupos (controle e expostos). Neste estudo, acredita-se também na 

influência do habito alimentar na relação entre a espécie H. intermedius com hábito 

carnívoro e territorialista, e A. altiparanae espécie onívora de coluna d’agua. 

Em relação as alterações morfológicas nucleares micronúcleo e binúcleo, todas 

as espécies avaliadas apresentaram médias iguais a zero. Conforme Williams e 

Metcalfe (1992), a formação de micronúcleo ocorre espontaneamente em células de 

peixes, porém essa frequência é relativamente menor em comparação a outros 

organismos. O que leva a necessidade da inclusão das outras alterações morfológicas 

nucleares para uma análise mais robusta. Segundo Al-Sabti e Metcalfe (1995), 

frequências espontâneas de micronúcleos observados em estudos com várias 

espécies de peixes são variáveis, dependendo do método utilizado e o manuseio dos 

espécimes. Udroiu (2006) indicou que fatores intrínsecos, como tempo de vida dos 

eritrócitos circulantes e tempo de remoção de eritrócitos velhos ou danificados 

poderiam influenciar a presença espontânea de micronúcleo. Por outro lado, a 

sensibilidade dos testes de genotoxicidade também pode ser afetada pela elevada 

variabilidade interindividual (Akcha et al., 2003). 

Estudos apontam a influência de fatores intraespecíficos em respostas ao teste 

de MNP. Esses fatores incluem: idade; sexo; dieta; saúde; status reprodutivo e 

linhagem genética (AL-SABTI, 1995). Em peixes, respostas ao teste de micronúcleo 

podem variar de acordo com o sexo, pois conforme o estado hormonal de peixes 

fêmeas, o grau de dano citogenético se altera. A idade dos peixes é outra possível 

variável, pois já foi relatada em trabalhos com mamífero que indivíduos mais velhos 

apresentam tendência a uma maior sensibilidade a danos citogenéticos e em peixes 

nas primeiras fases de desenvolvimento do que na fase adulta por exposição 

aagentes genotóxicos (Christie e Da Costa, 1983). A dieta é outro fator que pode 

influenciar sobre a ativação metabolica de vias celulares por produtos químicos 

genotóxicos (Virgano et al., 1993). Os organismos utilizados no trabalho eram juvenis 

em relação ao tempo de vida específico para cada espécies, e por este motivo pode 

ter ocorrido a ausência de micronúcleos e alterações do tipo binúcleo.  

Para alteração tipo notched, foi observado um número basal relativamente alto, 

representativo em todas as espécies quando comparadas com cada alteração 
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individualmente. Segundo Udroiu (2006), o teste de micronúcleo não consiste em 

mera observação das frequências de eritrócitos micronucleados, mas consiste no 

estudo das variações destas frequências. Essa comparação é feita normalmente entre 

animais controle e expostos, havendo a importância no conhecimento de valores 

basais de micronúcleo e alterações morfológicas nucleares. 

 

7. CONCLUSÕES 

 

No presente trabalho foi possível observar a impotância de se conhecer valores 

basais das frequências de MN e AMNs. Dentre as diferentes espécies avaliadas, foi 

possível observar que as AMNs ocorreram com relativa frequência entre as espécies, 

em destaque a alteração notched, que foi significativa em todas as espécies, 

indicando a ocorrência espontânea nos eritrócitos com maior frequência sem a 

exposição a xenobióticos. Na espécie Rhamdia quelen, foi identificado que a alteração 

vacuolated ocorre espontaneamente em grande frequência em seus eritrócitos, sendo 

possível relacionar a alteração como uma característica da espécie quando 

comparada outras espécies avaliadas. 

 Desta forma, pode se dizer que AMNs ocorrem a nível basal, ou seja, 

espontaneamente sem a interferência de xenobióticos, e que estas podem ocorrer em 

elevadas frequências. Contudo, deve se levar em conta a influência de fatores 

intraespecíficos da espécie e estar ciente da sensibilidade diferencial de organismos 

aquáticos e de suas relações no ecossistema aquático, uma vez que, até o momento, 

não é possível afirmar quais os motivos reais da origem dessas alterações.  
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