UNIVERSIDADE FEDERAL DO OESTE DO PARA
PRO-REITORIA DE PESQUISA, POS-GRADUACAO E INOVACAO
TECNOLOGICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOCIENCIAS

ANALISE DE GENOTOXICIDADE E NIVEIS DE MERCURIO
EM Hoplias malabaricus (PISCES —- CHARACIFORMES) DE
DUAS AREAS DA BACIA DO RIO TAPAJOS

CHRISTIAN DINIZ LIMA E SILVA

Santarém, Para
Abril, 2017



CHRISTIAN DINIZ LIMA E SILVA

ANALISE DE GENOTOXICIDADE E NIVEIS DE MERCURIO
EM Hoplias malabaricus (PISCES - CHARACIFORMES) DE
DUAS AREAS DA BACIA DO RIO TAPAJOS

ORIENTADOR: PROF. DR. LUIS REGINALDO RIBEIRO RODRIGUES

Dissertagdo apresentada a Universidade Federal do
Oeste do Par4, como parte dos requisitos para
obtencdo de titulo de Mestre em Biociéncias, junto
ao Programa de POs-Graduacdo Stricto Sensu em
Biociéncias — PPGBio.

Area de concentracéo: Fisiologia Geral

Linha de pesquisa: Toxicologia Ambiental

Santarém, Para
Abril, 2017



Dados Internacionais de Catalogacao-na-Publicagao (CIP)
Sistema Integrado de Bibliotecas — SIBI/UFOPA

S586a Silva, Christian Diniz Lima e
Analise de genotoxidade e niveis de mercurio em Hoplias Malabaricus (pis-

ces—characiformes) de duas areas da bacia do rio Tapajos. / Christian Diniz
Lima e Silva. — Santarém, Pa, 2017.

56fls.: il.

Inclui bibliografias.

Orientador Luis Reginaldo Ribeiro Rodrigues
Dissertacao (Mestrado) — Universidade Federal do Oeste do Para, Pro6-
Reitoria de Pesquisa, P6s-Graduagao em Inovagdo Tecnoldgica, Programa

de Pés-Graduagdo em Biociéncias.

1. Mercurio. 2. Micronutcleo. 3. Anomalia nuclear eritrocitaria. 4. Ensaio co-
meta. 5. Hoplias malabaricus. |. Rodrigues, Luis Reginaldo Ribeiro, orient. Il.

Titulo.
CDD: 23 ed. 363.7394

Bibliotecario - Documentalista: Eliete Sousa — CRB/2 1101



oW

= WD 09 =) @ La

1!
L. 24

) UNIVERSIDADE EEDERAL DO OESTE DO PARA
PRO-REITORIA DE PESQUISA POS-GRADUAGCAO E INOVACAO TECNOLOGICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOCIENCIAS

ATA DE DEFESA DE DISSERTACAO DE MESTRADO

No dia doze de abril do ano de dois mil e dezessete foi realizada a defesa de
mestrado da dissertagdo intitulada “ANALISE DE GENOTOXICIDADE E
NIVEIS DE MERCURIO EM HOPLIAS MALABARICUS (PISCES - CHA-
RACIFORMES) DE DUAS AREAS DA BACIA DO RIO TAPAJOS”, do aluno
Christian Diniz Lima e Silva, devidamente matriculado no Programa de Pés-
Graduacao em Biociéncias — PPGBiociéncias. A banca examinadora estava
composta pelos professores doutores Josafa Gongalves Barreto e Marcos
Prado Lima, mediacao realizada pelo professor doutor Luis Reginaldo Ribeiro
Rodrigues (orientador). A apresentacao teve inicio as /- 27 e finalizacao
as f?-”ff.} . Apos o término da apresentacao foi realizada a arguicao pelos
devidos membros examinadores. A sessao foi finalizada as @ .'irfapﬁs a
divulgagao do resultado da defesa de dissertagdo de mestrado na qual o alu-
no foi APROVADO, condicionado a entregar no prazo de 30 dias a versao
corrigida da dissertacao. Para efeito legal segue a presente ata assinada pelo
professor representante do orientador da dissertagao apresentada, pelo mes-

trando e pelos professores avaliadores.

/\9_«/) yg,]q'wjoio - ra:’b—'jwo
Prof. Dr. Luis Reginaldo Ribeiro Rodrigues (orientador)

- /?
2 LL e =
r. Josafa G es Barreto

Prodto Linmne

Prof. Dr. Marcos Prado Lima
LhioerDos s < Syl
ristian Dirliz Lima e Silva

Unidade PROPPIT - Santarém - PA
Avenida Mendonca Furtado, 2440, Aldeia, Santarém, PA - 68040-050



DEDICATORIA

Dedico este trabalho & minha familia:
Meus pais: Joana Maria e Manuel Diniz
Meus irm&os: Christopher Diniz e Christine Diniz

E a minha esposa e companheira: Viviane Diniz.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, agradeco a Deus, pelo apoio espiritual, por ter me dado forgas nos
momentos mais dificeis.

Agradeco ao Professor Luis Reginaldo, pela oportunidade de entrar no seu grupo de
pesquisa. Por todo apoio e amizade que p6de me conceder durante essa pesquisa, até mesmo
pelas broncas. Sempre me lembrarei de seus conselhos profissionais e, principalmente, 0s
pessoais, 0 senhor me ensinou muito sobre a escola da vida. Obrigado por tudo!

Agradeco a Maria Beatriz (Bia), pela amizade e pelas inUmeras conversas. Sempre te
considerei minha co-orientadora, obrigado por tudo.

Aos amigos LGBIo, Ivanny, Karen, Jamile, Elenilze, Dana e Albino. Aos amigos LGBio
(Campus Rondon), Prof. Gabriel, Ezequias, Felipe Avila. A Profa. Heloisa, por poder
contribuir na sua pesquisa de doutorado, junto com a Amanda e o Felipe, nas inesqueciveis
viagens de campo. Ao grandioso Jhonatan (Jhon) que deixou sua esposa para me acompanhar
nas coletas de campo do Rio Crepori. Agradeco a todos pela convivéncia durante essa
jornada.

As minhas alunas de iniciagdo cientifica de ensino médio, Emanuelle Raysa e Diana
Pereira.

Ao meu grande amigo Jamyson, pelo acolhimento em sua casa. Seu auxilio foi de grande
importancia durante as coletas realizadas na comunidade do Creporizé&o.

Ao Sr. Valdecir e sua familia, pelas coletas realizadas no Lago Jua. Obrigado!

Ao Prof. Dr. Ricardo Bezerra, Coordenador do Laboratério de Bioprospeccdo e Biologia
Experimental (LABBEX), que me auxiliou na dosagem de mercdrio.

Ao0s meus colegas da turma de mestrado 2014, por todos os momentos, alegrias e
inimeras angustias. Sempre guardarei vocés em minhas lembrancas.

A Universidade Federal do Oeste do Parda e o Programa de Po6s-Graduacio em
Biociéncias, pela oportunidade de estudo.

A Fundacdo Amazonia de Amparo a Estudos e Pesquisas do Pard (FAPESPA) pelo
auxilio a pesquisa (Edital 006/2014; ICAAF 170/2014) e pela bolsa de mestrado que foram
fundamentais para execucéo deste projeto.

A minha familia, por todo apoio, e minha esposa, Viviane, pelo amparo e carinho, e por

ter compreendido minha auséncia.



RESUMO

A bacia do rio Tapajos tem sido atingida pela contaminacdo mercurial derivada do processo
de desmatamento em matas ciliares e de atividades do garimpo de ouro. O mercurio (Hg) por
possuir capacidade de se bioacumular através da cadeia alimentar, maximiza seus efeitos
nocivos nas espécies de peixes de habito alimentar piscivoro. Elevados niveis de Hg foram
observados em peixes do rio Tapajos e, 0 consumo de peixes contaminados nesta regido é
considerado uma importante via de exposicdo humana. No presente trabalho investigamos os
niveis de mercudrio em tecido muscular fresco de Hoplias malabaricus, assim como, 0s niveis
de danos genotoxicos em eritrécitos por meio do teste de microntcleo (TMN) e ensaio cometa
(EC). Foram analisados 10 individuos do Lago Jud, rio Tapajés (Regido do municipio de
Santarém) e 15 do rio Crepori (Regido do municipio de Itaituba). Na populacdo do Lago Jua
observamos valores médios de merctiro (Hg) de 0.46 mg.kg?; frequéncia média de
micronucleo (MN) de 0.05%, 0.59% de anomalia nuclar eritrocitaria (ANE) e escore do
indice de danos de 68.1. Por outro lado, na populacéo do rio Crepori, 0s valores observados
foram: 1.26 mg.kg? de Hg; 0.09% de MN, 0.57% de ANE e 156.9 de indice de danos. As
comparacOes entre as duas popula¢des mostraram diferenca estatistica para nivel de mercurio
e indice de danos ao DNA pelo EC (p<0.05). N&o foi encontrada diferenca entre MN e ANE
entre as localidades estudadas. A populacdo de H. malabaricus do rio Crepori apresentou
maior indice de danos genotodxicos/celulares e de concentracdo de Hg total. A proximidade
deste rio com as areas de garimpo do ouro podem explicar o maior nivel de Hg observado.

Palavras chave: mercurio, micronucleo, anomalia nuclear eritrocitaria, ensaio cometa, Hoplias
malabaricus.



ABSTRACT

The Tapajos river basin has been affected by the mercurial contamination derived from the
process of deforestation in riparian forests and gold mining activities. The Mercury (Hg),
because it has the ability to bioaccumulate through the food chain, maximizes its harmful
effects on piscivorous fish species. High levels of Hg were observed in fish from the Tapajés
River, and the consumption of contaminated fish in this region is considered an important
route of human exposure. In the present work, we investigated the levels of mercury in fresh
muscle tissue of Hoplias malabaricus, as well as the levels of genotoxic damage in
erythrocytes through the micronucleus test (MN) and comet assay (EC). We analyzed 10
individuals from Lake Jua, Tapajos River (Region of the municipality of Santarém) and 15 of
the Crepori River (Region of the municipality of Itaituba). In the population of Juad Lake we
observed average values of mercury (Hg) 0.46 mg.kg?; MN frequency of 0.05%, ANE
frequency of 0.59% and score of damage index of 68.1. On the other hand, in the population
of the Crepori River, the observed values were Hg of 1.26 mg.kg™; MN of 0.09%, ANE of
0.57% and score of damage of 156.9. The comparisons between the two populations showed
statistical difference for mercury level and DNA damage index (p<0.05). Although there was
no difference between MN and ANE between the studied sites, does not mean absence of
genotoxic effects, since the presence of MN and ANE are comes from a possible clastogenic
and/or aneugenic effect. The H. malabaricus population of the Crepori River had a higher
index of genotoxic / cellular damage and of total Hg concentration. The proximity of this river
to gold mining areas might explain the highest level of observed Hg.

Keywords: mercury, micronucleus, nuclear erythrocyte anomaly, comet assay, Hoplias
malabaricus.
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1 INTRODUCAO

O mercurio (Hg) é um dos metais pesados de elevada toxicidade, tendo propriedades
bioacumulativas e potencial genotoxico (WHO, 1991). Na regido amazobnica, tém-se
observado a presenca de mercurio e suas outras formas quimicas em diversos compartimentos
dos ecossistemas aquaticos. Algumas regides da bacia amazonica apresentam um historico de
contaminacdo aquatica por mercurio, principalmente associada a atividade garimpeira do
ouro, mas também pelo processo de lixiviacdo intensificado por desmatamentos (LACERDA
et al., 1989). Na década de 80 do século XX, a regido do médio rio Tapajés experimentou
uma “corrida do ouro” e se tornou uma das maiores areas de garimpo da Amazodnia. Essa
regido, ainda hoje, é considerada um dos maiores centros produtores de ouro no Brasil,
gerando contaminacdo ambiental por mercurio (AZEVEDO, 2003).

Os peixes sdo considerados importantes organismos bioindicadores para pesquisas
sobre contaminacdo ambiental. O metilmercurio é a forma mais toxica do mercurio, consegue
se acumular nos tecidos de animais aquaticos devido a facil absorcao desta forma organica,
levando a altas concentragdes na cadeia bioldgica, com concentracbes bem maiores do que as
originalmente encontradas no ambiente (AZEVEDO, 2003). Na regido do Tapajés ha
registros de intoxicacdo em humanos, tanto por exposicdo ocupacional como por consumo de
peixes contaminados (NEVADO et al. 2010).

O emprego de testes genotoxicos, principalmente em organismos aquaticos, permite
avaliar o efeito de poluentes no meio aquatico, bem como alteraces de seu potencial toxico e
genotoxico (JESUS e CARVALHO, 2008). A nivel celular pode-se utilizar o teste de
micronucleo, que consiste em um ensaio in vivo, capaz de detectar substancias que quebram
cromossomos (efeito clastogénico) ou que interferem na formacdo do fuso mitdtico,
provocando alteragGes cromossdmicas durante a divisdo celular (efeito aneugénico) (FLORES
e YAMAGUCHI, 2008). Outro teste, conhecido como ensaio cometa, possui a capacidade de
detectar quebras de DNA em células individualizadas (RIBEIRO et al., 2003). Ambos o0s
testes sdo muito utilizados na avaliagcdo de uma substancia potencialmente genotoxica.

A concentracao limite de mercurio em peixes para consumo humano foi determinada
pela Organizacdo Mundial de Saide em 0,5mg/kg (WHO,1990). No Brasil, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), determina o limite de 0,5 mg/kg para peixes
ndo-predadores, e 1,0 mg/kg para peixes predadores (BRASIL, 1998). Estudos envolvendo

espeécies de peixes carnivoros da bacia do Tapajos, tais como o tucunaré (Cichla ocellaris) e
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surubim (Pseudoplatystoma corruscans), revelaram niveis de mercdrio total acima do limite
determinado pela ANVISA (LIMA et al. 2000).

Embora muitos autores tenham avaliado os niveis de mercdrio em peixes do rio
Tapajoés (LIMA et al., 2000; PINHEIRO et al., 2000, SAMPAIO DA SILVA et al., 2006), ha
uma caréncia de informacGes sobre possiveis danos genotoxicos em peixes nativos desta
regido. No presente estudo, visamos avaliar o nivel de danos celulares e genéticos em peixes
da bacia rio Tapajos potencialmente associado a exposicdo ambiental ao mercdrio,

contribuindo com o monitoramento ambiental.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Mercurio e Amazobnia

Segundo Azevedo (2003), o Hg em baixas concentracdes estd naturalmente presente
nos diversos compartimentos da natureza como hidrosfera, litosfera, atmosfera e biosfera. O
Hg pode ser emitido por meio de fontes naturais ou fontes antropogénicas. Em condicgdes
naturais, o mercario pode ser liberado por meio de erupgdes vulcanicas, atividades
geotérmicas, fraturas rochosas na crosta terrestre, evasdes de solo mineralizado e minas de
mercurio, desgaseificacdo natural da crosta terrestre e evaporacao da &gua (AZEVEDO, 2003;
SANTOS et al. 2006). Pela via antropogénica, 0s principais emissores sao o setor industrial
de equipamentos elétricos, lampadas, baterias, ferro, pesticidas, producdo de tintas, producéo
de papel e equipamentos médicos. Além destes, merece destaque a queima de combustiveis
fosseis, incineracdo de lixo, amalgamacdo odontoldgica, produtos farmacéuticos e mineragéo
de ouro (WHO, 1991; MICARONI et al., 2000; SANTOS et al., 2006).

Podemos encontrar o mercario em trés estados de oxidagdo: 0, mercdrio metélico
(Hg®), que ¢ a substancia simples em seu estado elementar, e duas formas oxidadas: 1+ (ion
mercuroso, Hg2**) e 2+ (ion mercirico, Hg*") (AZEVEDO, 2003). O merclrio elementar
pode permanecer na atmosfera por longos periodos, podendo sofrer oxidacdo e formar outros
estados como o Hg?* e Hg.?*, nos quais o atomo perdeu um e dois eletrons, respectivamente
(AZEVEDO, 2003). O Hg° encontra-se principalmente na forma de vapor, onde uma porgao

deste pode atingir a atmosfera, sendo oxidada e convertida em uma forma hidrossoltvel,
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Hg?*, que pode ser reemitida para a atmosfera por meio da deposi¢do no solo (MICARONI et
al., 2000).

O mercurio e suas especies quimicas quando lancadas no meio ambiente podem
contaminar a biota aquatica, causando problemas em populac¢des, comunidades e ecossistemas
(JESUS e CARVALHO, 2008). A poluicdo de ecossistemas aquaticos estd associada
principalmente a capacidade de bactérias metanogénicas converterem as formas metalicas de
mercurio e mercurio inorganico, em sua forma organica, conhecido como metilmercurio
(AZEVEDO, 2003). Apos o processo de biotransformacao, o metilmercurio tem a capacidade
de se acumular em organismos vivos, fendmeno conhecido como bioacumulacédo, e a medida
que se avancga os niveis tréficos o efeito acumulativo do metilmercurio € intensificado, sendo
este fenbmeno chamado de biomagnificacdo (LACERDA e MALM, 2008).

Na Amazodnia a extracdo de ouro tem sido responsavel pelo lancamento de grande
quantidade de mercdrio no meio ambiente (LACERTA et al, 1998). O mercurio é usado na
captacdo de particulas do metal nobre, formando um améalgama ouromerclirio que
posteriormente é submetido a queima para separacdo dos metais. Com essa queima, ocorre a
liberacdo de mércdrio liquido e vapor que pode atingir os rios e lagos da regido, onde podera
sofrer processos de metilacdo dando inicio ao processo de bioacumulacdo via cadeia alimentar
(PINHEIRO et al., 2000).

Os peixes, por ocuparem os diferentes niveis troficos da cadeia alimentar de
ecossistemas aquaticos, possuem um importante papel como organismos sentinela,
funcionando como indicadores de poluicdo (JESUS e CARVALHO, 2008). De acordo com
Lima et al (2000), a concentragdo de mercurio em peixes, no municipio de Santarém no baixo
Tapajos, demonstra niveis elevados sendo maior em carnivoros do que em herbivoros e
onivoros, inclusive com niveis acima do limite determinado pela OMS e ANVISA. Arrifano
(2011) obteve resultados semelhantes em peixes coletados no rio Tapajos, municipio de
Itaituba, regido associada a exploragdo de ouro. A contaminacdo de metilmercurio
corresponde a cerca de 90% da concentracdo total de Hg analisado em peixes da Amazo6nia
(CANELA, 1995).

O mercurio pode contaminar 0 homem de maneira ocupacional, ligada ao ambiente de
trabalho, como exemplo, no garimpo de ouro pela inalagdo de vapor. Outra forma de
contaminacdo é a ambiental, provocada por ingestdo de alimentos, geralmente de peixes
contaminados, sendo esta a principal forma de contaminacdo. Compostos orgénicos de

mercurio, especificamente metilmercurio, sdo responsaveis pela contaminacdo ambiental, ja o
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mercario metélico e sais de mercurio sdo responsaveis pela contamina¢do ocupacional
(ZAHIR et al., 2005).

Contudo, em comunidades ribeirinhas da regido do Tapajos o pescado representa a
principal fonte protéica na alimentacdo (DE SA et al., 2006). PINHEIRO et al. (2006)
evidenciaram em amostras capilares de habitantes das comunidades de Barreiras e S&o Luiz
do Tapajoés, niveis de mercurio acima do limite de 10ug/g estabelecido pela OMS.

2.2 Genotoxicidade do mercurio

A forma organica metilmercirio (MeHg) € altamente tdxica, possuindo féacil
penetracdo nas membranas bioldgicas devido sua caracteristica lipossoltvel, distribuindo-se
no organismo em cerca de 5 dias, podendo atravessar a barreira hematocefalica e
concentrando-se no tecido nervoso (AZEVEDO, 2003).

No entando, o efeito genotdxico do metilmercudrio pode estar associado a sua ligacao
com o fuso mitético (AZEVEDO, 2003). Verschaeve et al. (1985) demonstraram alteracdes
na segregacdo cromossdmica apds exposicdes a baixas concentracdes de mercurio. Em outro
estudo realzado com 51 pescadores expostos a alimentos contaminados com mercdrio foi
demonstrada uma correlagdo positiva entre a frequéncia de microndcleos e a concentracao de
mercurio total no sangue (FRANCHI, 1994 apud CRESPO-LOPES et al., 2009).

No Brasil ha poucos relatos sobre a avaliacdo de efeitos genotoxicos do mercurio em
peixes. Vicari (2012) realizou um bioensaio para avaliar o efeito genotdxico de metilmercurio
em Hoplias malabaricus exposta artificialmente por via trofica. Os resultados ndo mostraram
diferenca na frequéncia de microntcleo entre o grupo controle e 0s grupos expostos, porém
envidenciaram diferenca significativa entre os grupos, por meio do ensaio cometa. Porto et al.
(2005) por meio do teste de microndcleo, demonstrou que a frequéncia média de
micronucleos observados em Prochilodus nigricans (detritivoro), Mylossoma duriventre
(onivoro) e Hoplias malabaricus (carnivoro) do rio Madeira (regido poluida por mercurio)
foram significativamente maiores do que nas populacdes do rio Solimdes (regido ndo poluida
por mercurio).

Um estudo realizado por Ferreira (2015) avaliou o efeito genotdxico de metais pesados
em Hoplias malabaricus nos tributarios do rio Negro e rio Solimdes, identificando altas
concentragOes de mercudrio no masculo de peixes, ultrapassando a recomendacéo da legislacéo
brasileira em apenas uma area de amostragem da bacia do rio Negro. Também foi observado

que a ocorréncia de micronucleos e alteracdes nucleares foi significativamente maior nos
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peixes de tributérios do rio Negro em comparacdo com os da bacia do rio Solimdes-
Amazonas.

A inducdo de micronucleos pelo mercurio possivelmente ocorre pela ligacdo deste
metal ao grupamento sulfidrila (-SH) composto por proteinas plasmaticas e tecido, facilitando
a distribuicdo no organismo (MALAQUIAS, 2015). O mercurio ao se ligar ao grupamento
sulfidrila da tubilina, subunidade estrutural dos microtubulos na organizacdo citoplasmatica,
podera prejudicar eventos envolvidos no movimento celular, formacdo do fuso mitotico,
divisdo nuclear e segregacdo cromossomica, cuja genotoxicidade cromossémica afetara o
comprometimento funcional dos microtibulos, levando a perturbacdes na distribuicdo de
cromossomos. Este processo podera gerar problemas na segregacdo de cromossomos durante
a mitose, impedindo a translocacdo do cromossomo e eventualmente, levar a formacdo de
micronucleos (CRESPO-LOPEZ et al., 20009).

A presenca de micronucleos e alteracbes nucleares pode ocorrer espontaneamente
como subprodutos de processos celulares normais ou induzidas por mutdgenos, sendo
indicativo de quebras e/ou distibios no fuso mitético (SILVA et al.,, 2003). Falhas no
processo de divisdo celular podem correr naturalmente, mesmo em frequéncias reduzias, e
devido a essas falhas, o sistema celular tem a capacidade de detectar e corrigir erros que
ocorrem no DNA (SILVA et al., 2003). Esses sistemas eventualmente falnam e algumas
lesbes podem alterar o codigo genético, causando mutacdes com efeitos deletérios (RIBEIRO
et al., 2003). Danos ao genoma tém uma relacdo direta com a ocorréncia de distibios na
proliferacdo celular, podendo conduzir eventualmente, a processos de carcinogénese e
teratogénese (MALAQUIAS, 2015).

2.3 Teste de micronuUcleo e anomalias nucleares eritrocitarias

O Teste de Micronucleo (TMN) foi descrito pela primeira vez por Schmid (1975),
sendo desenvolvido para células da medula Ossea de camundongos e, posteriormente,
adaptado por Hoofman e Raat (1982) para estudos em peixes, conhecido como teste de
micronucleo pisceo (TMN). O TMN é o principal teste de genotoxicidade recomendado por
varias agéncias regulatorias pelo mundo com o proposito de identificar substancias que
causam efeitos clastogénicos (quebra cromossdmica) e aneugénicos (perdas de cromossomos
devido a erro de segregacéo durante a divisdo celular) (MAISTRO, 2014).

O fundamento do teste é baseado na formagdo de micronucleos (MN) (Figura 01), que

sdo pequenos corpos destacados do nucleo principal e que apresentam material genético de
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cromossomos inteiros e/ou seus fragmentos (RIBEIRO et al., 2003; SILVA et al., 2003).
Também conhecido na hematologia como corpusculos de Howell-Jolly (MAISTRO, 2014).

Agentes que possuem potencial aneugénico conseguem interferir na formacdo do
aparelho de fuso mitético durante a divisdo celular, provocando o retardo de cromossomos
inteiros durante a anafase, e no final sendo deixados de fora do nucleo da célula filha. Assim,
células-filhas provavelmente levariam micronicleos contendo cromossomos inteiros. Por
outro lado, agentes que possuem potencial clastogénico induzem microndcleos quebrando a
dupla hélice do DNA e formando assim fragmentos acéntricos. Estes fragmentos sdo
incapazes de aderir as fibras do fuso e, portanto, sdo deixados para tras durante a mitose
(TERRADAS et al., 2010). Para que o microntcleo seja visualizado é necessario que ocorra
uma divisdo celular, independente do dano ocorrido durante o ciclo. Por isso, apos a
exposicdo ao agente mutagénico, os danos ao DNA serdo expressos em micronucleo ap6s um
ciclo de divis&o celular (SILVA et al., 2003; RIBEIRO et al., 2003).

Evento aneugénico ﬂ[\\ \
4 —_— . ~—

| - | '
™ 4 = “(i// ”

Evento clastogénico \)\// “ 1 ‘ \

Figura 01: Formacdo de micronucleo em célula mononucleada. A) evento aneugénico - um cromossomo
duplicado ndo segregado durante a anafase origina um micronicleo em uma das células filhas; B) evento
clastogénico — um fragmento cromossdmico acéntrico ndo segregado em anéfase resulta em micronlcleo em
uma célula filha (Fonte: Terradas et al., 2010).

A identificagdo dos micronucleos esta relacionada ao seu tamanho, forma e coloragéo
(RIBEIRO et al, 2003). Os micronucleos apresentam uma estrutura circular ou oval, com a
mesma refringéncia e destacadas do nucleo principal. Seu tamanho corresponde entre 1/5 a
1/20 do tamanho do nucleo principal da célula. No caso especifico dos peixes, devido ao
tamanho normalmente reduzido dos cromossomos, a proporcao de tamanho passa para a faixa
de 1/10 a 1/30 do tamanho do nucleo (AL-SABTI e METCALFE, 1995).
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Por outro lado, além da formacdo de microndcleos pode haver a formagéo de outras
alteragBes induzidas por poluentes, conhecidas como Anomalias Nucleares Eritrocitarias
(ANE). O processo de formacdo dessas alteracdes ndo € totalmente compreendido, mas
sugere-se gque ocorra quando uma parte do material genético fica atrasada no ciclo celular,
fazendo com que o ndcleo nédo seja oval e apresente saliéncias em sua cromatina (BOMBAIL
et al., 2001). Essas anomalias nucleares (Figura 02) foram descritas por Carrasco et al. (1990)

e Unbamani e Mohankumar (2011) como:

v’ Blebbed: nicleos com uma pequena evaginacdo da membrana nuclear, parecendo
conter eucromatina ou heterocromatina (mais escuro). O tamanho destas evaginagoes
varia desde pequenas protuberancias a estruturas completamente circunscritas,
semelhantes aos micronucleos, mas ainda ligadas ao nucleo principal;

v Lobed: nlcleos com evaginages mais largas do que as descritas para os blebbed.
Sua estrutura ndo é tdo definida como a anterior. Alguns nlcleos apresentam varias
destas estruturas;

v" Notched: nucleos que apresentam um corte bem definido em sua forma. Geralmente
com uma profundidade apreciavel no nucleo. Esses cortes parecem ndo possuir
nenhum material nuclear e parecem ser delimitados pela membrana nuclear;

v" Vacuoled: nucleos que apresentam uma regido que lembra os vaclolos no seu
interior. Estes “vacuiolos” apresentam-se destituidos de qualquer material visivel no
seu interior.

v Binucleate: célula que apresenta dois nucleos.
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Figura 2: Micronicleos e alteragdes nucleares eritrocitarias de Hoplias malabaricus. A) Micronlcleo; B)
Notched; C) Blebbed; D) Lobed; E) Vacuoled; F) Binucleate. Fonte: LGBio-UFOPA.

2.4 Ensaio cometa

O Ensaio Cometa (EC), ou Técnica de Eletroforese Celular em microgel, do inglés
Single Cell Gel Electrophoresis (SCGE) é uma metodologia que permite a deteccéo de danos
e reparo do DNA em células individualizadas (SINGH et al., 1988). O ensaio cometa ndo é
utilizado para detectar mutacGes, mas sim lesdes gendmicas que podem resultar em mutacdes.
Vale ressaltar que, diferente das mutacdes, as lesbes no material genético detectadas neste
teste sdo passiveis de correcdes (RIBEIRO et al., 2003). O EC é um teste frequentemente
utilizado em ensaios de genotoxicidade, por ser um método rapido, com baixo custo e
confiavel (BRIANEZI et al., 2009).

O principio béasico da técnica é baseado no englobamento das células em gel de
agarose com tratamento alcalino, posteriormente submetido a uma corrente elétrica
(eletroforese). Como o DNA possui carga negativa, fragmentos de DNA livre, resultantes de
quebras, irdo migrar para fora do nucleo. As células que ndo tiverem DNA rompido ou
guebrado irdo apresentar um nucleo redondo, sendo caracterizada como normais. Por outro
lado, as células lesionadas s&o identificadas visualmente por uma espécie de cauda, similar a
um cometa, formada pelos fragmentos de DNA (SILVA, 2007; RIBEIRO et al, 2003).
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A utilizacdo da solucéo de lise é fundamental para remocéo de conteudos celulares,
sem interferir no material genético. As laminas sdo colocadas em solucdo tampédo de
eletroforese, quanto maior o tempo de exposicdo nesta em solucdo alcalina (pH>13), maior
sera o relaxamento das moléculas de DNA a partir dos pontos de quebra das fitas (SINGH e
STEPHENS, 1997 apud RIBEIRO et al., 2003). Portanto, variaces de pH da solugéo de lise
e da eletroforese, podem ser parte crucial do teste, influenciando o tipo de dano a ser
visualizado, modulando a qualidade e quantidade do DNA na cauda de cada cometa. Sob
condi¢cdes neutras, apresenta quebras de fita duplas e ligagdes cruzadas. Em condicdes
alcalinas (pH 12,1-12,5), apresenta quebras de fita dupla e simples, sitios incompletos de
reparo e ligacdes cruzada; e em condi¢Oes altamente alcalinas (pH>13) apresenta, além dos
danos citados anteriormente, também sdo detectados sitios alcali-labeis e sitios abéasicos
(RIBEIRO et al., 2003).

Para avaliar o nivel de danos ao DNA, os cometas sdo classificados em classes, de
acordo com a relagdo entre o raio do nucleo e a extensdo das “caudas” formadas pelo DNA

em migracdo (figura 03) (SILVA, 2007; AZQUETA e COLLINS, 2014):

e Cometa classe 0: cometas com nucleoides intactos, sem cauda;

e Cometa classe 1: cometas com pequenos danos, mas com cauda menor que O
didametro do nucledide;

e Cometa classe 2: cometas com danos maiores, com cauda de tamanho 1 a 2 vezes o
didametro do nucleo;

e Cometa classe 3: cometas com nucleos que apresentam cauda 3 vezes maior que 0
didametro do nucledide;

e Cometa classe 4: cometas com danos altamente danificados, com quase todo o
DNA na cauda.

Classe 0 Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4

Figura 03: Classificagdo visual dos niveis de fragmentacdo do DNA, segundo o grau de lesao; Classe 0 a classe
4. (AZQUETA E COLLINS, 2014).



21

Atualmente, o ensaio cometa é amplamente usado como ensaio de genotoxicidade de
produtos industriais, farmacéuticos e agroquimicos, para detectar danos e reparos do DNA em
células individuais (BRIANEZI et al, 2009). As principais limitacdes deste teste sdo: a) ndo é
um teste de mutagenicidade, pois o dano pode ser reparado; b) por ser muito sensivel,
necessita ter controles bem estabelecidos para andlise das conclusdes; ¢) o tempo decorrido
entre exposi¢do a0 mutageno e a preparacdao das laminas, até a lise, deve ser curto, pois 0
reparo comeca imediatamente (SILVA et al, 2003).

Contudo, o EC tem se mostrado uma ferramenta imprescindivel em programas de
biomonitoramento ambiental através do uso de organismos aquaticos, sendo capaz de revelar
um aumento no numero de fragmentos de DNA que sofreram quebras devido a exposicéo por
algum poluente (ROCHA, 2009; AZQUETA e COLLINS, 2013).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a ocorréncia de danos genotdxicos e determinar a bioacumulagdo de

mercurio em Hoplias malabaricus nativos em duas regifes na bacia do rio Tapajos.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a frequéncia de micronucleos e de anomalias nucleares em eritrocitos de
Hoplias malabaricus do rio Tapajos, nas regibes de Santarém e do garimpo
Creporizéo;

e Auvaliar o nivel de lesbes no DNA em eritrocitos de Hoplias malabaricus do rio
Tapajos, nas regides de Santarém e do garimpo Creporizdo;

e Investigar uma possivel correlacdo entre os danos genotdxicos e a exposicdo de
Hoplias malabaricus em ambientes possivelmente impactados por mercurio, nas

regides de Santarém e do garimpo Creporizdo;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local de coleta e amostragem

Foram utilizados peixes da espécie Hoplias malabaricus (traira) (Figura 04). Esta
especie foi selecionada por ter uma dieta piscivora, estando sujeita ao processo de
bioacumulacéo e também por serem itens comuns na dieta das populacdes locais.

As coletas dos peixes ocorreram em duas regides da bacia do rio Tapajos: area 1)
comunidade garimpeira do Creporizdo, rio Crepori, municipio de Itaituba; area 2) no Lago
Jua, situado na margem direita do rio Tapajos, municipio de Santarem (Figura 05).

Figura 04: Exemplar de Hoplias malabaricus. Foto: Laboratério de Genética e Biodiversidade — LGBio-
UFOPA.

Os peixes foram capturados por pescadores locais por meio de tarrafas, malhadeiras e
linha e anzol. Foram incluidos nesta pesquisa, somente exemplares com o comprimento
padrdo igual ou maior que 15 cm, sem distincdo de sexo. Apds a captura, 0s peixes foram
colocados em caixas plasticas de 50 litros com agua do préprio ambiente de captura,
oxigenada artificialmente com minicrompressores de aquarios. As amostras de sangue foram
obtidas por punc¢éo intrabranquial utilizando-se seringa previamente heparinizada. Parte da
amostra de sangue foi transferida para microtubos de 0,5 mL, mantida refrigerada e protegida
da luz para o ensaio cometa. Para o teste de micronucleo, imediatamente apds a coleta, foi
realizado esfregaco com cerca de 5uL de sangue, em uma lamina limpa. Posteriomente, 0s
peixes foram anestesiados e mortos por imersdao em agua contendo dose letal de eugenol,
conforme procedimento aprovado por Comité de Etica em Pesquisa com Animais da
Universidade Federal do Oeste do Para (Anexo 01).

Foi retirado cerca de 01 grama de musculo branco de cada peixe e acondicionados em

frascos de polietileno e armazenadas a -20°C para a posterior analise dos niveis de mercurio
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total, no Laboratério de Bioprospec¢do e Biologia Experimental (LabBBEX) da Ufopa. Os
exemplares foram fotografados, sendo também registrado o peso e o comprimento total. Em
seguida, os mesmos foram preservados em formol 10% e conservados em Etanol 70% para

posterior deposicdo em Colecdo Ictioldgica. A andlise descritiva segue na tabela 01:

Tabela 01: Descricdo dos dados amostrais por localidades. n= nimero total de peixes coletados; CP=
comprimento padrdo em centimetros.

Peixes da bacia do Rio Tapajos

Identificacéo Peso () CP(cm)
Lago Jua, Regido de Santarém (n=10)
Jua_XVI_13 221 27
Jua_XVI_14 382 33
Jua_XVI_17 182 25
Jua_XVI_19 235 26.6
Jua_XVI_20 374 43
Jua_XVI 21 261 29
Jua_XVI_22 264 29
Jua_XVI_ 23 163 24.5
Jua_XVI_24 296 29.6
Jua_XVI_25 248 29
Rio Crepori, Regido de Itaituba (n=15)
CRP_04 100 17.0
CRP_05 60 14.8
CRP_07 330 26.5
CRP_08 440 29.0
CRP_09 413 28.2
CRP_10 154 20.5
CRP_11 241 24.0
CRP_12 148 19.8
CRP_13 206 22.5
CRP_14 177 21.0
CRP_15 265 24.0
CRP_16 165 20.5
CRP_17 190 21.5
CRP_19 66 16.4

CRP_20 74 16.4
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Figura 05: Mapa do estado do Pard mostrando a localizagdo dos pontos de coleta de Hoplias malabaricus no
Lago Jua (rio Tapajds) e no garimpo Creporizao (rio Crepori). Elaborado com o software livre QGIS.

Abaixo sdo mostradas imagens das localidades estudadas: lago Jua, na figura 06 e o

rio Crepori, figura 07.

Figura 06: Lago Jua, rio Tapajés, regido do municipio de Santarém. Fonte: LGBio-UFOPA.
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Figura 07: Rio Crepori, com vista parcial da comunidade do Creporizéo. Fonte: LGBio-UFOPA.

4.2 Determinacao de mercurio total

Para a determinacdo de Hg Total, foi utilizado o método 7473 preconizado pela
Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA- United States Environmental
Protection Agency), que consiste na determinacgéo direta de Hg Total (inorganico e organico)
sem o preparo da amostra. As amostras foram analisadas utilizando o equipamento de
espectrofotometria com absorcdo atbmica modelo DMA-80 Milestone-Italia (Figura 08), que
possibilita a determinacdo de Hg Total em amostras sélidas e liquidas através de principios de
decomposicdo térmica, amalgamacédo e absor¢do atdbmica, apresentando limite de deteccéo de
0,0015 ng/Hg (DMA-80 DIRECT MERCURY ANALYZER, 2009).

Figura 08: Equipamento DMA-80. Fonte: DMA-80 Direct Mercury Analyzer (2009)
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A metodologia (Figura 09) consiste em transferir uma amostra, sélida ou liquida,
previamente pesada em balanca analitica, para uma barca de quartzo ou niquel. As amostras
passam pelo processo de secagem e decomposicdo térmica na cadmara de secagem, onde nos
primeiros 10 segundos a amostra sofrerd aquecimento com aumento de temperatura de
aproximadamente 21°C até 550°C, permanecendo nesta temperatura por 60 segundos até que
ocorra a completa volatilizacdo do mercurio através da catalise. O Hg volatizado é catalisado
por fluxo de oxigénio de 200 mL/min., segue para a célula de amalgamacdo que é
rapidamente aquecida chegando a uma temperatura de 750°C liberando o Hg em estado de
vapor. O Hg é entdo transportado pelo fluxo de oxigénio até a célula de absorcdo que faz a
deteccdo do metal por absorcdo atbmica a um comprimento de onda de 253,7nm.

Detector 01 Detector 02
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Figura 09: Representacéo do funcionamento do equipamento DMA-80. Fonte: NORTJE, 2010.

4.3 Teste de Micronucleo e Anomalias Nucleares Eritrocitarias de peixes

Foram preparadas duas laminas com esfregaco sanguineo para cada exemplar. As
laminas foram secas em temperatura ambiente, por 24 horas. Em seguida, as laminas foram
fixadas em Metanol por 10 minutos e deixadas secar a temperatura ambiente de um dia para

outro (Figura 10).
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Figura 10: Resumo das etapas que integram o teste de microndcleo: esfregaco sanguineo, ldminas antes e ap6s a
coloracdo de giemsa. A) Posicionamento da ldmina extensora no angulo de 45° na amostra de sangue; B)
Movimento da distencdo sanguinea; C) Lamina antes da coloracdo; D) Lamina apds a coloragdo. Fotos: LGBio-
UFOPA.

Posteriormente as laminas foram coradas com Giemsa a 5%, diluida em tampao
fostato a pH 6,8, por 10 minutos. Apés o periodo de coloracéo, as ldminas foram lavadas com
agua corrente e secas a temperatura ambiente. Os micronlcleos foram analisados em
microscopio optico com aumento de 1000X, onde foram contados 2000 eritrécitos em cada
lamina. Para identificacdo de micronlcleo, considerou-se como uma estrutura redonda néo
refringente, com cerca de até 1/10 — 1/30 da &rea do ndcleo e separadas do ndcleo do
eritrocito (AL-SABTI e METCALFE, 1995). As ANE também foram registradas nas mesmas
laminas preparadas para analise de micronucleos e anotadas em separado (CARRASCO et al.,
1990; UNBAMANI e MOHANKUMAR, 2011). A frequéncia de microntcleos e ANE foram

calculadas utilizando a seguinte férmula:

Numero de microntcleos

Frequéncia de microntcleo (%) = 5000 X100




29

4.4 Ensaio Cometa em eritrocitos de peixes

Nesta andlise adotamos a técnica descrita por Silva (2007). Apos a coleta, cerca de
10pL de sangue foi misturado com 600 pL de meio RPMI. Em seguida, foi retirado 10ul da
mistura (sangue + RPMI) e acrescentado 95 pl de agarose low melting e estendida
imediatamente na lamina (total de 105 pL) com pré-cobertura de agarose normal melting,
entdo sendo encoberta com uma laminula (tamanho 32X60mm) deixando espalhar a solugéo
até solidificar as laminas na geladeira, por cerca de 1 hora. Apos este procedimento, as
laminulas foram retiradas e colocadas em solucéo de lise (35,6mL de Solucdo de lise + 0,4mL
de TritonX-100 + 4mL de DMSO) com pH 10.

ApoGs 24 a 48hrs, as 1aminas foram retiradas da solugdo de lise e colocadas em cuba de
eletroforese (horizontal — modelo LCH-20x25), acrescida de tampéo de eletroforese (30ml de
Solugdo A — 200g NaOH/H20 destilada + 5ml de Solucdo B — 14,89g de EDTA, pH >13). As
laminas permaneceram imersas no tampdo por 20 a 30 minutos, 0 que é importante para
relaxamento das fibras cromatinicas e posterior diferenciacdo das classes de lesdo. Em
seguida, procedeu-se a eletroforese a 25V e 300 mA por 20 minutos, tendo a cuba de
eletroforese resfriada dentro de um freezer -20°C ou caixa de isopor com gelo. Esta etapa da
técnica foi realizada com as luzes do laboratério apagadas, a fim de se evitar danos adicionais
eventualmente provocados pela iluminagdo artificial com lampadas fluorescentes. Apos a
eletroforese, as laminas foram lavadas por trés vezes durante 5 minutos com tampédo
neutralizador (Tris Hidroximetano). ApoOs este procedimento, foram lavadas com &gua
destilada e secas por 1,5+2hs, na estufa a 37°C. Subsequentemente, as laminas foram fixadas
por 10 minutos em solucdo fixadora (150g de Acido Tricloroacético + 50g de Sulfato de
Zinco heptahidratado (5%) + 50ml de glicerol) e lavadas 3 vezes em agua destilada e secas
por 1,5+2hs em estufa a 37°C (Figura 11)

As laminas foram hidratadas por 5 minutos com agua destilada e coradas por
aproximadamente 20 minutos em solucdo de coloragdo com Nitrato de Prata, em banho maria
a 37°C (mergulhadas nas solugdes de coloragdo — 52,8ml de solucdo A: 25¢g de Carbonato de
Sédio (5%) e 27,2ml de solugdo B: constituida de Nitrato de prata (0,1%)). ApoOs esse
procedimento, as ldminas “foram lavadas com &gua destilada (3X) e expostas a solugdo stop
de coloragéo (acido acetico), por 15 minutos, em seguida foram lavadas com agua destilada
(3X) e secas em temperatura ambiente, para posterior observacdo ao microscopio éptico com
aumento de 400X.
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Figura 11: Resumo das etapas que integram o ensaio cometa. Fonte: Rocha, 2009, adaptador por Christian
Diniz (2016).

Foram analisadas 50 células em cada I&mina, totalizando 100 células para cada animal,
classificando-se, visualmente, de acordo com o comprimento da cauda em relagdo a cabeca do
nucledides, sendo classificados em classes de danos de 0 a 4. O indice de dados ao DNA foi
estipulado através do valor de SCORE/ID visual, calculado pelo nimero de cometas em cada
classe multiplicado pelo valor da classe, de acordo com a férmula abaixo (AZQUETA e
COLLINS, 2014):

ID=(0xn0)+ (1xnl)+ (2xn2)+ (3xn3) + (4xn4)

Onde n é o numero de cometas em cada classe.

ID, corresponde ao indice de dano no DNA

4.5 Andlise Estatistica

Os dados foram organizados em planilhas e processados com auxilio do software
Biostat v.3.0 (AYRES et al., 2003). Para andlise de correlagdo, foi utilizado o teste de
correlacdo de Pearson. Para os dados paramétricos, foi utilizado o Test t, comparando os dois
grupos do estudo. Para os dados nao-paramétricos, foi utilizado o teste Mann-Whitney. Foram

considerados os valores de P<0.05.
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Para uma avaliacdo geral foi realizado primeiramente uma analise descritiva das duas

localidades: Lago Jud, Rio Tapajds e garimpo Creporizdo no Rio Crepori (tabela 02).

Tabela 02: Analise descritiva das amostras de Hoplias malabaricus do lago Jua e rio Crepori. CP=
Comprimento padrdo em centimetros; %MN= Frequéncia de micronlcleos; %ANE= Frequéncia total de

anomalias nucleares eritrocitarias.

Identificacdo Peso(g) CP 9%MN %ANE SCORE/ID Hg Total (mg.kg?)
Jua_XVI 13 221 27 0 0.5 61 0.53
Jua_XVI 14 382 33 0 0.4 50 0.28
Jua_XVI_17 182 25 0.1 0.55 35 0.36
Jua_XVI_19 235 26.6 0 1.25 53 0.34
Jua_XVI_20 374 43 0.2 0.8 60 0.64
Jua_XVI_ 21 261 29 0.05 0.55 47 0.50
Jua_XVI 22 264 29 0 0.65 70 0.48
Jua_XVI 23 163 24.5 0.1 0.35 61 0.23
Jua_XVI 24 296 29.6  0.05 0.5 106 0.42
Jua_XVI_25 248 29 0 0.8 130 0.60
CRP_04 100 17.0 0.1 0.65 128 0.43
CRP_05 60 148 0.05 0.5 114 1.23
CRP_07 330 26.5 0.05 0.25 148 1.35
CRP_08 440 29.0 0.05 0.6 133 1.81
CRP_09 413 28.2 0.05 0.6 120 2.02
CRP_10 154 20.5 0.2 0.55 136 0.96
CRP_11 241 24.0 0.15 0.7 183 1.66
CRP_12 148 19.8 0.1 0.65 187 2.19
CRP_13 206 225 0.05 0.4 102 2.12
CRP_14 177 21.0 0.05 0.55 172 2.05
CRP_15 265 240 0.15 0.85 178 0.65
CRP_16 165 20.5 0.05 0.2 185 0.39
CRP_17 190 215 0.15 0.6 199 0.50
CRP_19 66 16.4 0.1 0.75 217 0.78
CRP_20 74 164  0.05 0.65 152 0.73

Na obtencdo de uma andlise global dos dados que poderiam influenciar na analise de

mercurio e genotoxicidade, buscou-se analisar primeiramente os dados de peso e

comprimento dos peixes para verificar se apresentavam homocedasticidade.
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Uma analise comparativa das medidas de peso e comprimento foi realizada entre as
amostras de Hoplias malabaricus do rio Tapajés na regido de Santarém e do rio Crepori,
regido de Itaituba. Os resultados descritivos das amostras sdo apresentados na Tabela 03,

abaixo:

Tabela 03: Analise descritiva de peso e comprimento de Hoplias malabaricus da bacia do Rio Tapajés. N=
namero de peixes analisados.

Amostras Média Desvio Padrao
Lago Jua (n=10)
Peso 262.6 72.1
Comprimento 29.5 5.3
Mercdrio 0.46 0.12
Rio Crepori (n=15)
Peso 201.9 118.2
Comprimento 21.3 4.3
Mercurio 1.26 0.66

Nesta andlise verificamos ndo ocorrer diferenca significativa na média de peso
corporal entre as duas localidades (p=0.161), o que poderia influenciar a comparacdo dos

niveis de mercdrio (figura 12).
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Figura 12: Variacdo no Peso de Hoplias malabaricus da regido de Santarém (Rio Tapajos) e ltaituba (Rio
Crepori), em que ndo a diferenca significativa entre as duas localidades (p=0.161).

Foi feito a andlise de correlagdo linear de Pearson a fim de verificar a relacdo entre o
peso com o0s niveis de mercurio. Nota-se uma correlacdo positiva entre a concentracdo de

mercurio e peso corporal de Hoplias malabaricus do Lago Jua (rio Tapajés) (r=0.737,
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p=0.0148) (Figura 13). Entretanto, ndo foi encontrada correlagdo significativa entre 0s niveis

de mercurio e peso corporal dos peixes do rio Crepori (r=0.443; p=0.098) (Figura 14).
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Figura 13: Correlagdo positiva entre a concentracdo de mercdrio (mg.kg™?) em tecido muscular com o peso
corporal de Hoplias malabaricus do lago Jua.
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Figura 14: Correlagdo positiva entre a concentracdo de mercurio (mg.kg™?) em tecido muscular com o peso
corporal de Hoplias malabaricus do rio Crepori.

A concentracdo de mercuirio aumenta com a idade e o tamanho dos peixes, isto é,

quanto maior o peixe maior podera ser o seu conteudo de mercurio (WASSERMAN et al,

2001). Os dados obtidos mostram que houve uma correlacdo entre massa corporal com 0s

niveis de mercudrio para a espécie Hoplias malabaricus do lago Jua, rio Tapajés, fendmeno
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observado em estudos com outras espécies de peixes, como o surubim e dourada (DOS
SANTOS et al, 2000). Porém, esse evento parece ndo atuar de forma geral, visto que néo foi
observada uma correlacdo positiva nas amostras do rio Crepori.

A amostra do rio Crepori apresentou, em média, o dobro de mercurio em relacdo ao
lago Jud, o fendmeno ocorrido nesse ambiente pode ter mascarado a correlagdo entre massa e
o0 nivel de mercurio, isto é, o processo de bioacumulacdo possa ter atuado diferente, de forma
intensa ou mais rapida, nos locais que apresentam altos niveis de mercdrio, até mesmo em
peixes pequenos poderiam ter muito mercurio.

Os dados do lago Jué corroboram com um estudo realizado por Oliveira et al. (2005)
no lago Jué (Rio Tapajds), que também evidenciou uma correlagdo positiva entre os niveis de
mercurio total em funcdo do peso, em uma espécie de peixe de habito piscivoro, a pescada
branca. O lago Jua possui uma quantidade menor de mercurio em relacdo ao rio Crepori, foi
evidenciada uma forte correlacdo entre a massa e o nivel de mercurio. Assim, ndo foi possivel
demonstrar um real padrdo de bioacumulagdo no rio Crepori, sendo necessarios mais estudos
para entender esse fendmeno.

Esse resultado é semelhante a um estudo realizado com outras espécies de peixes de
habito piscivoro, ndo revelando uma correlacdo entre massa corporal e niveis de mercurio
(ARRIFANO, 2011). A relacdo da idade, peso e comprimento dos peixes com a
bioacumulacdo do mercurio ndo é considerado um processo simples, entretanto, a massa pode
ser um fator importante quando o nivel de mercurio for muito alto, visto que, quando as
concentracdes de mercurio acumulado no tecido superasse certo limiar, outros fatores
poderiam afetar o padrdo de bioacumulacdo do metal, como a espécie de peixe, rota de
exposicdo, tipo de peixe consumido pelos predadores, caracteristica da bacia, entre outros
(ARRIFANO, 2011; DA SILVA et al., 2012).

5.1 Bioacumulacéo de Hg Total

As amostras de Hoplias malabaricus do lago Jua (n=10) apresentaram uma
concentragdo média de mercurio total em musculo branco de 0.46+0.12 mg.kg?. Enquanto
que a média de mercurio da amostra obtida do rio Crepori foi de 1.26+0.66 mg.kg, mais do
que o dobro do observado em peixes do lago Jud. A comparagdo entre as médias de

concentracdo de mercurio foi testada pelo teste Mann-Whitney, que revelou diferenca
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significativa (U=16.5; P (ilatera=0.001) (Figura 15). Observou-se que ndo houve individuos
com concentracdo de mercurio acima do limite estabelecido pela ANVISA, no lago Jua.
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Figura 15: Media e desvio padrdo da concentracdo de Hg Total em muisculo branco de traira (Hoplias
malabaricus) proveniente de duas localidades na bacia do Rio Tapajos. A linha vermelha indica o valor limite
maximo de Hg Total (1.0 mg.kg™?) determinado pela ANVISA para peixes piscivoros destinados ao consumo
humano. A linha azul indica o valor limite maximo de Hg Total (0.5 mg.kg') determinado pela OMS para peixes
destinados ao consumo humano.

Na regido de Santarém, especificamente no lago Jud, ndo existe histérico de
exploracdo de ouro, entretanto, foi encontrado presenca de mercurio nos peixes com valores
préximos ao limite estabelecido pela OMS de 0.5 mg.kg™2. A proximidade do lago Jua com a
zona urbana de Santarém pode ser um fator adicional para a poluicdo do lago, visto que
algumas atividades antropogénicas nas proximidades do lago Jua poderiam causar
modificagdes ambientais e fluviais.

No presente estudo, ndo encontramos niveis de mercurio acima do preconizado pela
OMS e ANVISA para espécie de Hoplias malabaricus no lago Jua, entretanto, areas ja
estudadas no municipio de Santarem detectaram niveis mercirio em peixes de habito
piscivoro, como surubim e tucunaré (LIMA et al., 2000) e, em um estudo mais recente, foi
evidenciado niveis de mercurio acima do preconizado pela OMS e ANVISA, para pescada

branca e apapa (BOURDINEAUD et al., 2015) (tabela 04).
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Tabela 04: Niveis de mercurio (ug/g) em peixes piscivoros de alguns trabalhos realizados na regido de Itaituba e
Santarém, rio Tapaj0s.

Peixe Mercario  Local Autor
Plagioscion squamosissimus (Pescada branca) 1.44 Santarém Bourdineaud et al., 2015
Pellona castelnaeana (Apapd) 1.66
Cichla spp (Tucunaré) 1.80 Itaituba  Arrifano, 2011
Plagioscion squamosissimus (Pescada branca) 0.53
Blachyplatystoma flavicans (Dourada) 3.2
Pseudoblatystoma spp. (Surubim) 0.6
Cichla spp. (Tucunaré) 0.16 Santarém  Kebhrig et al. 2008
Cichla spp. (Tucunaré) 0.89 Itaituba
Blachyplatystoma flavicans (Dourada) 0.81 Itaituba Dos Santos et al., 2000
Pseudoblatystoma spp. (Surubim) 0.83
Plagioscion squamosissimus (Pescada branca) 0.64

No rio Crepori, 53% dos peixes tiveram valores de mercurio acima do limite
estabelecido pela ANVISA para consumo humano. N&o foi encontrado na literatura trabalhos
sobre os niveis de mercurio nos peixes do Rio Crepori, entretanto, embora o objetivo deste
projeto ndo tenha sido avaliar os fatores responsaveis pela contaminacdo dos rios e
consequentemente dos peixes, uma possivel explicacdo para os altos niveis de mercudrio nessa
amostra seria a proximidade deste rio com as areas de garimpo do ouro daquela regido.

Neste estudo foi realizado com uma espécie de peixe considerado de habito piscivro e,
levando em consideracdo esse aspecto, nossos resultados se mostraram semelhantes a um
estudo realizado por Arrifano (2011) que avaliou o risco de consumo de peixe de habito
piscivoro como Cichla spp (Tucunaré), Plagioscion squamosissimus (Pescada branca),
Blachyplatystoma flavicans (Dourada), Pseudoblatystoma corruscan (Surubim) do mercado
de peixes do municipio de Itaituba, que fica proximo a regides de garimpo. Nesse estudo as
espécies estudadas apresentaram niveis de mercurio acima do preconizado pela OMS e
ANVISA, elucidando que espécies de habito piscivoro acumulam e biomagnificam esse
metal.

Outros trabalhos realizados enfatizaram sobre os riscos do consumo de peixes
contaminados por mercdrio na regido amazonica. Um estudo com peixes da espécie Cichla
monoculus no reservatorio Samuel, no estado de Rond6nia, evidenciou concentra¢fes de
mercurio acima do estabelecido pela OMS (RABITTO, 2011). Porém, utilizando a mesma

espéecie de peixe do nosso estudo, Da Silva et al. (2012) relataram a bioacumulacdo de
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mercurio em Hoplias malabaricus do reservatorio de Samuel, sendo que destes, 18% dos
peixes tinham niveis de mercirio no musculo, excedendo o limte OMS de 0.5 mg.kg™.
Comparando com nossos resutlados, € possivel que a dinamica do processo bioacumulativo
do mercdrio em Hoplias malabaricus de reservatdrios podem apresentar taxas de mercdrio
diferentes quando comparadas com regides atingidas por garimpos de ouro, visto que 0s
peixes do rio Crepori apresentaram uma taxa de bioacumulacdo supeior ao reservatorio de
Samuel.

Em nosso estudo foi evidénciado o efeito da bioacumulacdo e biomagnificacdo
conforme outros estudos na regido amazonica (LIMA et al, 2000; ARRIFANO, 2011; DA
SILVA et al, 2012; RABITTO, 2011). Entretanto, a maioria dos rios, lagos e reservatorios na
bacia amazodnica tém niveis de mercdrio que, através de processos de bioacumulacdo e
biomagnificacdo, tornam dificil a obtencdo de um verdadeiro valor de referéncia para peixes

contaminados por mercudrio em condigdes naturais (DA SILVA et al, 2012).

5.2 Micronucleo e Anomalias Nucleares Eritrocitarias

Foi analisado um total de 50.000 eritrocitos de 25 exemplares de Hoplias malabaricus
provenientes das localidades do Lago Jua (n=10) e do Garimpo Creporizdo (n=15). Uma
analise comparativa da frequéncia de micronucleos foi realizada entre os dois pontos de

coletas. Os resultados descritivos das amostras seguem na Tabela 05.

Tabela 05: Frequéncia média de microntcleos em Hoplias malabaricus da regido do rio Tapajos. N= nimero de
peixes por localidade; MN= Micronucleo; EP=Erro padréo.

Ne° de células MN MN
Localidade N (amostral)  analisadas Total Frequéncia (%) EP  Variancia Mé&x. Min.
Lago Jua 10 20.000 10 0.05 0.02 0.004 002 O
Rio Crepori 15 30.000 27 0.09 0.01 0002 02 0.5

Na popula¢do do Lago Jua observamos uma frequéncia média de micronucleos de
0.05%:=0.06. Por outro lado, na populacdo do rio Crepori, os valores tiveram uma frequéncia
média de 0.09%z0.05. Na figura 16, & mostrada uma tipica célula micronucleada observada

em Hoplias malabaricus do presente estudo.
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Figura 16: Eritrocitos de Hoplias malabaricus em distensdo sanguinea corada por Giemsa. A) uma célula com
micronucleo (seta); b) célula sem alteragdo (seta)

Para testar uma possivel diferenca na frequéncia média de micronucleos entre as
amostras do Lago Jua, regido distante das areas de garimpo de ouro no Tapajos e a amostra
coletada no garimpo Creporizéo, situado na area de mineracdo de ouro no municipio de
Itaituba, comparamos as médias pelo teste t e o resultado n&o foi significativo (p=0.101). O
grupo do rio Crepori supostamente deveria ter uma maior frequéncia de microntcleos quando
comparado com os peixes do lago Jua, devido estar localizado em uma regido garimpeira e
por ter apresentado uma maior concentracdo de mercario, entretanto, 0S grupos se
comportaram de forma semelhante.

Apesar de ndo haver diferenca estatistica entre as localidades estudadas, ndo significa
auséncia de efeitos genotdxicos, visto que a presenca de micronucleos é proveniente de um
efeito clastogénico e/ou aneugénico. E curioso notar que em nosso estudo foi observado uma
baixa frequéncia de MN e ANE ja evidenciado em outros trabalhos (PANTALEAO et al.,
2006; FERRARO, 2009; ROCHA et al, 2011; MELO et al, 2013). No entanto, a frequéncia
espontanea (basal) de MN em peixes é normalmente muito baixa (PANTALEAO et al.,
2006).

Ainda ndo se tem estudos que avaliem a ocorréncia de MN e ANE em condicOes
naturais no rio Tapajdés, mas existem alguns estudos ja realizados na regido amazoOnica
(PORTO et al., 2005; DA SILVA et al.,, 2012; MELO et al., 2013). Para verificar a
genotoxicidade do mercdrio na indugdo de microndcleo, é possivel encontrar na literatura
frequéncia de micronicleos nos grupos controle como valores de referéncia (MELO et al.,
2013). Mahboob et al (2014) investigaram a genotoxicidade do mercurio, por meio do teste de
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micronucleo, em peixes da espécie Clarias gariepinus (bagre-africano) com diferentes doses
de cloreto de mercario em comparacdo com o grupo controle (ndo exposto), evidenciando
uma maior frequéncia de micronucleos a medida que aumentava as doses de cloreto de
mercario.

Uma explicagdo para inducéo de micronucleos pelo mercurio é explicada a partir da
afinidade do metal com o grupamento sulfidrila (-SH) composto em proteinas plasmaticas e
tecido, facilitando a distribuicdo no organismo (MALAQUIAS, 2015). O mercurio ao se
ligar ao grupamento sulfidrila da tubilina, subunidade estrutural dos microtubulos na
organizacdo citoplasmaética, poderd prejudicar eventos envolvidos no movimento celular,
formacdo do fuso mitdtico, divisdo nuclear e segregacdo cromossdmica, cuja
genotoxicidade cromossdmica afetara o comprometimento funcional dos microtubulos,
levando a perturbacBes na distribuicdo de cromossomos. Este processo podera gerar
problemas na segregacdo de cromossomos durante a mitose, impedindo a translocagéo do
cromossomo e eventualmente, levar a formagdo de micronucleos (CRESPO-LOPEZ et al.,
20009).

O nivel de dano genotoxico em Hoplias malabaricus do rio Tapajés € menor do que
0 registrado no rio Madeira, que também possui histérico de mineracdo de ouro (PORTO et
al. 2005; FERREIRA, 2015), assim como no Lago Paranoa, ambiente com elevado nivel de
poluico localizado na cidade de Brasilia (GRISOLIA et al. 2009). Por outro lado, é maior do

que o encontrado no rio Solimdes (Tabela 06).

Tabela 06: Frequéncia média de microndcleos em populagdes de Hoplias malabaricus

Localidade n Frg Média Referencia
Rio Tapajos 15 0.050 presente estudo
Rio Madeira 5 0.176 Porto et al. (2005)
Rio Madeira 6 0.450 Ferreira (2015)
Rio Solimdes 6 0.006 Porto et al. (2005)
Rio Solimdes 56 0.240 Ferreira (2015)

Lago Paranoa 26 1.800 Grisolia et al (2009)
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Na amostra do lago Jua observamos 117 ANE e nas do rio Crepori foram 170. A
comparacdo da frequéncia total de ANE realizado pelo teste t ndo apresentou diferenca
significativa entre os dois pontos de coleta (p=0.440). Nesse mesmo sentido, a comparacdo da
frequéncia média de cada categoria de ANE entre as duas localidades também nao mostrou
variagédo significativa pelo teste-t. Somente a categoria Vacuoled foi testado pelo teste néo-
paramétrico Mann-Whitney, revelando, também, ndo haver diferenca significativa entre as
duas localidades (U=55; p=0.267). Os valores de média da frequéncia (figura 17) e desvio

padrdo sdo mostrados na Tabela 07.

Tabela 07: Média e desvio padréo da frequéncia das categorias de Anormalidade Nucleares Eritrocitarias (ANE)
em Hoplias malabaricus. Foram analisadas 2000 células por individuo.

Localidade n Blebbed Notched Lobed Vaculoed Binucleate ANE Total

Lago Jud, Rio Tapajos
(Santarém) 10 0.20+£0.11 0.26+0.14 0.09+0.10 0 0.04£0.03 0.59%0.27

Rio Crepori (Itaituba) 15 0.18+0.09 0.26+0.12 0.11+0.09 0.01+0.02 0.01+0.02 0.57+0.17

0.30

0.26 0.26

0.25
0.20
0.15
0.10

0.05 0.04

0.01
0.00 0.01
[ | .—

Blebbed Notched Lobed Vacuoled Binucleada

Frequéncia da ocorréncia de danos ANE (%)

0.00

® LagodoJud m Rio Crepori

Figura 17: Frequéncia relativa em percentagem das categorias de Anormalidades Nucleares Eritrocitarias de
Hoplias malabaricus do rio Tapajos e rio Crepori.

Os resultados obtidos pelo presente trabalho mostraram que a ocorréncia categoria
Notched foi a mais frequente, seguida pela categoria Blebbed, nas duas localidades. N&o

houve registro da categoria Vacuoled em peixes do rio Tapajés. No lago Jua, a ocorréncia da
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categoria Notched apresentou uma frequéncia média de 0.26%z=0.14, seguido pela categoria
blebbed, com 0.20%z+0.11. J& no Rio Crepori, as categorias notched, blebbed e vacuoled
apresentaram uma frequéncia média de 0.26+£0.12, 0.18+0.09 e 0.01+0.02, respectivamente.
Da Silva et al. (2012) buscaram avaliar os potenciais risco de mercurio em condi¢Ges naturais
no reservatério Samuel, onde as categorias blebbed e notched foram as mais frequentes
observadas nos dois grupos de Hoplias malabaricus estudados, um com menor e outro com
maior nivel de mercurio

A anélise de ANE se comportou de forma semelhente a frequéncia de microndcleo,
sendo observada uma baixa frequéncia de ANE, uma vez que ndo houve diferenca estattistica
observada entre o lago Jua e rio Crepori. O mecanismo de producdo de ANE ndo é totalmente
compreendido, mas sabe-se que apds sua formacdo uma parte do material genético fica
atrasada no ciclo celular.

Foi avaliada uma possivel correlacdo entre a frequéncia de MN e ANE com o nivel de
mercUrio do lago Jua e rio Crepori. Os resultados mostraram ndo haver correlacdo
significativa entre a frequéncia de MN (r=0.067, p=0.853) e ANE (r=0.133, p=0.713) com 0s
peixes do lago Jud. Nessa mesma investigacdo, também ndo foi encontrado correlacao entre a
frequéncia de MN (r=-0.336, p=0.220) e ANE (r=-0.051, p=0.855) com o0s peixes do rio
Crepori (figura 18).

Alguns autores ja realizaram analise de MN e ANE em conjunto, isto é, a soma de MN
com ANE. O motivo pelo qual foi computado em conjunto foi devido ao fato de que o
namero de MN e ANE encontrados eram muito pequenos, ndo encontrando diferenca
estatistica entre o grupo controle e exposto (FERRARO, 2009; ROCHA, 2009). No entanto,
em nosso estudo, ndo realizamos essa analise em conjunto, visto que MN e ANE sdo
fendmenos que possuem origens diferenciadas e no caso das ANE o mecanismo de a¢do ainda

ndo é completamente compreendido.
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Categorias de ANEs registadas nas amostras de Hoplias malabaricus sdo
demonstradas na figura 19.

Figura 19: Eritrocitos de Hoplias malabaricus em distensdo sanguinea corada por Giemsa. a) “Notched” (seta);
b) “Blebbed” (seta); ¢) “Vacuoled” (seta); d) “Lobed” (seta); ¢) “Binucleate” (seta). Fotos: Christian Diniz,
2016.
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5.3 Ensaio Cometa

A analise de danos do ensaio cometa foram medidos por scores, que sdo valores que
indicam o grau de dano nas células individualizadas, onde o valor pode variar de 0 a 400.
Logo, o valor 0 (zero) equivale a auséncia de dano e 400 o maior grau de dano.

Na avaliacdo de danos ao material genético detectado por ensaio cometa, analisamos
uma amostra de 25 peixes, perfazendo um total de 1.000 celulas provenientes do Lago Jua
(Santarém) (n=10) e 1.500 células do rio Crepori, Garimpo Creporizao (Itaituba) (n=15). Na
tabela 8 sdo mostrados os resultados das médias de escore e desvio padrdo das amostras. Os
peixes do Lago Jud mostraram um indice de danos de 68.1, enquanto que, 0s do rio Crepori
apresentaram maior nivel de danos ao DNA, cujo escore foi de 156.9. As comparacdes entre
os valores médios para as duas popula¢cdes mostraram diferenca estatistica p<0.05 (p=0.0001)
(Figura 20).

Tabela 8: Média e desvio padrédo dos escores de cometa de Hoplias malabaricus do rio Tapajos e rio Crepori.
N= ndmero de peixes; Score/ID= indice de danos pelo ensaio cometa.

Localidade n Score/ID (média) +Desvio Padrao
Lago Jua, Rio Tapajos (Santarém) 10 68.1+28.5
Rio Crepori (Itaituba) 15 156.9+34.4
250
2 200 T
I
©
8 1m0
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E |
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50
0
Lago do Jua Rio Crepari

Figura 20: indice de danos em Hoplias malabaricus do Lago Jua e do rio Crepori, bacia do rio Tapajos.
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Cometas nucledides da classe 0 foram mais frequentes na amostra do rio Tapajos,
enguanto que na amostra do rio Crepori, foi observado uma prevaléncia de danos genotoxicos
das classes 1 e 2 em maior frequéncia (Figura 21). Sobre as classes de danos, os dados
demonstraram diferenca estatistica (p<0.05) nas classes 0, 2, 3. Nao foi encontrado diferenca

estatistica na classe de dano 1 e 4.

60
50

40
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20

| ]

I 1 .

Classe 0 Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4

o

M Lago doJuda M Rio Crepori

Figura 21: Frequéncia relativa em porcentagem de danos ao material genético de Hoplias malabaricus
observadas nas diferentes classes de cometa. Foram analisadas 100 células por animal (n=25).

No Lago Jua, ndo foi encontrado uma correlagdo positiva entre o indice de danos pelo
ensaio cometa com o nivel de mercdrio na populacdo de peixes dessa regido (r=0.351,
p=0.319). Logo, de acordo com os dados analisados, a concentracdo de mercuiro em Hoplias
malabaricus do lago Jua ndo apresentaram danos visiveis e signifivativos ao DNA.

As amostras do rio Crepori, por mais que ndo seja evidenciado uma correlagdo de
indice de danos ao DNA pelo EC com a concentracdo de mercurio, é possivel notar que 0s
danos foram mais visiveis e significativos em relacdo ao Lago Jua, concluindo que as lesGes
ao DNA pelo EC foram mais marcantes quanto comparadas a inducdo de MN e ANE. Vicari
et al (2012), observou um maior indice de danos ao DNA em Hoplias malabaricus expostos,
em comparagao com o grupo controle e tratamento com metilmercurio, evidenciando também

uma acdo genotoxica do metal.
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Pela primeira vez foi demonstrado um ensaio com Hoplias malabaricus de ambientes
naturais da bacia do rio Tapajds, na investigacao de danos ao DNA possivelmente causada por
mercurio. Logo, o EC conseguiu atuar de forma sensivel na identificacdo de danos ao DNA de
Hoplias malabaricus, visto que esse ensaio € considerado uma ferramenta imprescindivel em
programas de biomonitoramento ambiental atraves do uso de organismos aquéticos, sendo
capaz de revelar um aumento no nimero de fragmentos de DNA que sofreram quebras devido

a exposicdo por algum poluente (Rocha, 2009; Azqueta e Collins, 2013)
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6 CONCLUSOES

e Hoplias malabaricus funcionou como um eficiente modelo para estudos de
genotoxicidade de metais em ambientes aquéaticos.

e A populacéo de Hoplias malabaricus proveniente do rio Crepori apresentou niveis
de mercurio acima do estabelecido pela ANVISA em ambiente de exploracédo de
ouro em comparagdo com Lago Jua, regido ndo associada a exploragéo de ouro.

e Os peixes do Lago Jua demonstraram uma correlacdo positiva com o nivel de
mercurio. Ja o rio Crepori, que apresentou nivel mais elevado, ndo demonstrou uma
correlagéo, indicando que o efeito da bioacumulacdo possa ser afetado quando
ambientes tenham uma alta concentragdo de mercurio.

e Os peixes do rio Crepori apresentaram maior frequéncia de MN e ANE que,
possivelmente, pode estar associado com a presenca de mercurio.

e Os peixes do Lago Jud, regido distante de exploracdo mineral apresentou inducao
de MN e ANE, entretanto sua proximidade do ambiente urbano pode ser um fator
adicional para poluicédo do lago.

e O EC se mostrou sensivel evidenciando diferenca estatistica entre as amostras de
peixes do Lago Jué e o rio Crepori. O rio Crepori apresentou uma maior quantidade
de indice de danos ao DNA, visto que as amostras dessa localidade tiveram um

maior nivel de mercurio.
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ANEXO 01 - Protocolo do Comité de Etica Animal
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Dados das amostras de Hoplias malabaricus — Rio Crepori, Regido de Itaituba

Caracteristicas

Analise dos eritrocitos

Ensaio Cometa

Microndcleo Anomalias Nucleares Eritrocitarias - ANEs Alteracdes Totais Classes do Cometa Hg

Total
(mag/k

Amostra PI(EgS)O CP (cm) | MN | % MN | Blebbed | Notched | Lobed | Vaculoed E’I:er;l:t ANET %é N X:)tzla(ég Il\\l/l(,)g_ '|T£L 0 1 2 3 4 TA(\)J ES/ID 9
CRP_4 100 17.0 2 0.1 4 4 4 1 0 13 0.65 15 1985 2000 | 7 69 13 11 0 100 128 0.43
CRP_5 60 14.8 1 0.05 6 3 0 0 1 10 0.5 11 1989 2000 | 8 76 10 6 0 100 114 1.23
CRP_7 330 26.5 1 0.05 1 2 2 0 0 5 0.25 6 1994 2000 | 3 53 38 5 1 100 148 1.35
CRP_8 440 29.0 1 0.05 1 8 3 0 0 12 0.6 13 1987 2000 [ 12 52 27 9 0 100 133 1.81
CRP_9 413 28.2 1 0.05 5 6 1 0 0 12 0.6 13 1987 2000 [ 16 61 14 5 4 100 120 2.02
CRP_10 154 20.5 4 0.2 4 7 0 0 0 11 0.55 15 1985 2000 | 3 67 21 9 0 100 136 0.96
CRP_11 241 24.0 3 0.15 4 10 0 0 0 14 0.7 17 1983 2000 | 1 30 54 15 0 100 183 1.66
CRP_12 148 19.8 2 0.1 3 4 6 0 0 13 0.65 15 1985 2000 | 3 31 45 18 3 100 187 2.19
CRP_13 206 225 1 0.05 1 4 3 0 0 8 0.4 9 1991 2000 [ 13 72 15 0 0 100 102 2.12
CRP_14 177 21.0 1 0.05 3 7 1 0 0 11 0.55 12 1988 2000 | 17 23 31 29 0 100 172 2.05
CRP_15 265 24.0 3 0.15 6 7 2 1 1 17 0.85 20 1980 2000 | O 38 52 4 6 100 178 0.65
CRP_16 165 20.5 1 0.05 1 1 1 1 0 4 0.2 5 1995 2000 | 6 24 50 19 1 100 185 0.39
CRP_17 190 215 3 0.15 4 5 3 0 0 12 0.6 15 1985 2000 ] O 21 63 12 4 100 199 0.50
CRP_19 66 16.4 2 0.1 6 6 1 1 1 15 0.75 17 1983 2000 | 9 9 53 14 15 100 217 0.78
CRP_20 74 16.4 1 0.05 5 3 5 0 0 13 0.65 14 1986 2000 | 8 35 54 3 0 100 152 0.73
Média 201.93 21.47 1.80 0.09 3.60 5.13 2.13 0.27 0.20 11.33 0.57 13.13 - - 71 441 360 106 2.3 156.9 1.26

CP= Comprimento em centimetros; MN= microntcleo; %MN:frequéncia de micronucleo; ANET:Anomalias nucleares eritrdcitas totais; %ANE: Frequéncia de anomalias nucleares totais; ES/ID: Escode/ID (indice de

danos).
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AMOSTRAS DE HOPLIAS MALABARICUS — LAGO JUA, RIO TAPAJOS, REGIAO DE SANTAREM

Analise dos eritrdcitos Ensaio Cometa
Caracteristicas

Microntcleo Anomalias Nucleares Eritrocitarias - ANEs AlteracOes Totais Classes do Cometa Hg

Total

(mg/k

Amostra Pfgs)o CP (cm) |[MN | 9%MN [ Blebbed [ Notched [ FO00 | Vacu- | Binucle ] png 3 | 6AN ;I—'?(;[Ezlig%ee woll Bl K B R R R v s 9

Jua_13 221 27 0 0 1 6 2 0 1 10 0.5 10 1990 2000 | 54 36 8 2 0 100 58 0.46
Jua_14 382 33 0 0 0 1 0 1 8 0.4 8 1992 2000 | 53 34 12 1 0 100 61 0.53
Jua_17 182 25.0 2 0.1 4 3 2 0 0 9 0.45 11 1989 2000 | 70 25 5 0 0 100 35 0.36
Jua_19 235 26.6 0 0 6 11 7 0 1 25 1.25 25 1975 2000 | 57 35 2 0 100 53 0.34
Jua_20 374 43 4 0.2 4 4 3 0 1 12 0.6 16 1984 2000 | 64 16 16 4 0 100 60 0.64
Jua_21 261 29 1 0.05 5 5 0 0 0 10 0.5 11 1989 2000 | 60 33 7 0 0 100 47 0.50
Jua_22 264 29 0 0 8 4 0 0 1 13 0.65 13 1987 2000 | 60 18 14 8 0 100 70 0.48
Jua_23 163 24.5 2 0.1 3 2 0 0 0 5 0.25 7 1993 2000 | 53 35 10 2 0 100 61 0.23
Jua_24 296 29.6 1 0.05 5 2 2 0 0 9 0.45 10 1990 2000 | 33 30 35 2 0 100 106 0.42
Jua_25 248 29 0 0 4 9 1 0 2 16 0.8 16 1984 2000 | 21 34 40 4 1 100 130 0.60
Média 262.6 29.57 1 0.05 4 5.2 1.8 0 0.7 117  0.585 12.7 525 296 153 25 0.1 68.1 0.46

CP= Comprimento em centimetros; MN= microntcleo; %MN:frequéncia de micronucleo; ANET:Anomalias nucleares eritrdcitas totais; %ANE: Frequéncia de anomalias nucleares totais; ES/ID: Escode/ID (indice de

danos).




