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RESUMO

Comparamos as variagdes na ocorréncia de micronucleos (MN), alteragdes morfonucleares (AMN) e
a presenga de diversos danos hepaticos entre quatro espécies de peixes, Salminus franciscanus
(carnivoro), Leporinus obtusidens (onivoro), Myleus micans (herbivoro) e Prochilodus argenteus
(ili6fago-detritivoro), que ocupam diferentes niveis troficos em uma area do médio rio Sao Francisco,
Januaria, Minas Gerais. Hipotetizamos que (i) peixes de niveis tréficos distintos apresentam variadas
quantidades de MN e AMN, pois estes danos estdo relacionados a presenca de contaminantes
ambientais, e (i1) peixes de niveis troficos diferentes evidenciam multiplos danos hepaticos, visto que
o figado ¢ um importante 6rgdo de depuragdo dos organismos, refletindo a presenca de contaminantes
aquaticos. Foram realizadas analises citogenéticas através do teste MN e histopatologicas com
fotomicrografias dos tecidos do figado. As espécies foram ordenadas por Analise de Componentes
Principais (PCA) com base nas alteragdes genéticas e danos hepaticos. Os scores dos eixos principais
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foram comparados por meio de Modelos Lineares Generalizados (GLM) com distribui¢do gaussiana.
A significancia foi verificada com ANOVA (teste F), seguida de analises de contrastes para identificar
variagoes estatisticas entre os grupos. Nossos resultados indicaram que P. argenteus apresentou o0 maior
numero de MN, enquanto M. micans e S. franciscanus, os maiores quantitativos de AMN. Os mais
afetados pelas lesdes degenerativas do figado foram S. franciscanus e L. obtusidens. A necrose, lesdo
de morte celular, teve o maior score em P. argenteus. Tais achados indicam forte correlacao entre os
indices de danos citogenéticos e histopatoldgicos com os niveis troficos ocupados pelas espécies icticas
avaliadas.
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Palavras-chave: Alteragdes Morfonucleares. Histopatologia Hepatica. Micronucleos. Niveis Troficos.

ABSTRACT

We compared variations in the occurrence of micronuclei (MN), morphonuclear alterations (AMN),
and the presence of various liver damages among four fish species, Salminus franciscanus
(carnivorous), Leporinus obtusidens (omnivorous), Myleus micans (herbivorous), and Prochilodus
argenteus (iliophagous-detritivore), occupying different trophic levels in an area of the middle Sao
Francisco River, Januaria, Minas Gerais. We hypothesized that (i) fish from different trophic levels
present varying amounts of MN and AMN, as these damages are related to the presence of
environmental contaminants, and (ii) fish from different trophic levels show multiple liver damages,
since the liver is an important organ for the purification of organisms, reflecting the presence of aquatic
contaminants. Cytogenetic analyses were performed using the MN test and histopathological analyses
with photomicrographs of liver tissues. Species were ranked using Principal Component Analysis
(PCA) based on genetic alterations and liver damage. Principal axis scores were compared using
Generalized Linear Models (GLM) with Gaussian distribution. Significance was verified with ANOVA
(F-test), followed by contrast analyses to identify statistical variations between groups. Our results
indicated that P. argenteus presented the highest number of MNs, while M. micans and S. franciscanus
had the highest quantities of AMNSs. S. franciscanus and L. obtusidens were the most affected by
degenerative liver lesions. Necrosis, a cell death lesion, had the highest score in P. argenteus. These
findings indicate a strong correlation between cytogenetic and histopathological damage indices and
the trophic levels occupied by the evaluated fish species.

Keywords: Morphonuclear Alterations. Liver Histopathology. Micronuclei. Trophic Levels.

RESUMEN

Comparamos las variaciones en la ocurrencia de micronticleos (MN), alteraciones morfonucleares
(AMN) y la presencia de diversos dafios hepaticos entre cuatro especies de peces, Salminus
franciscanus (carnivoro), Leporinus obtusidens (omnivoro), Myleus micans (herbivoro) y Prochilodus
argenteus (iliago-detritivoro), que ocupan diferentes niveles troficos en un area del rio Sdo Francisco
medio, Januaria, Minas Gerais. Planteamos la hipotesis de que (i) los peces de diferentes niveles
troficos presentan cantidades variables de MN y AMN, ya que estos dafios estan relacionados con la
presencia de contaminantes ambientales, y (ii) los peces de diferentes niveles troficos muestran
multiples dafios hepaticos, ya que el higado es un organo importante para la purificacion de
organismos, lo que refleja la presencia de contaminantes acuaticos. Se realizaron analisis citogenéticos
utilizando la prueba de MN y analisis histopatoldgicos con fotomicrografias de tejidos hepaticos. Las
especies se clasificaron mediante Andlisis de Componentes Principales (ACP) con base en alteraciones
genéticas y dafio hepatico. Las puntuaciones del eje principal se compararon mediante Modelos
Lineales Generalizados (MLG) con distribucion gaussiana. La significancia se verifico mediante
ANOVA (prueba F), seguido de anélisis de contraste para identificar variaciones estadisticas entre los
grupos. Nuestros resultados indicaron que P. argenteus presentd el mayor nimero de MN, mientras
que M. micans y S. franciscanus presentaron las mayores cantidades de AMN. S. franciscanus y L.
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obtusidens fueron las mas afectadas por lesiones hepaticas degenerativas. La necrosis, una lesion de
muerte celular, presento la puntuacion mas alta en P. argenteus. Estos hallazgos indican una fuerte
correlacion entre los indices de dafio citogenético e histopatologico y los niveles tréficos ocupados por
las especies de peces evaluadas.

Palabras clave: Alteraciones Morfonucleares. Histopatologia Hepatica. Micronucleos. Niveles
Troficos.
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O Brasil possui a maior biodiversidade de peixes de agua doce do mundo, correspondendo

|
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1 INTRODUCAO

aproximadamente a 27,3% das espécies conhecidas (Reis et al., 2016, Almeida, 2019). Esta diversidade

provavelmente esta relacionada a sua localizagdo geografica tipicamente tropical, grandes dimensoes
territoriais € ao tamanho das suas bacias hidrograficas (Vieira; Alves; Pompeu, 2009). O rio Sao
Francisco ¢ o maior curso d’4dgua inteiramente contido no territdrio brasileiro. Sua area de drenagem
abrange regides semiaridas a aridas do pais, exercendo forte influéncia sobre o seu desenvolvimento
socioecondmico, favorecendo a agricultura irrigada, producao de energia, transporte hidroviario, além
da pesca comercial e subsisténcia dos povos ribeirinhos (Pereira et al., 2007, Horodesky et al., 2020).

Contudo, nas ultimas décadas, a escassez do pescado aponta os impactos significativos sofridos
pela ictiofauna do rio Sdo Francisco, decorrentes da polui¢do aquatica oriunda dos residuos
provenientes da minerag¢do, do esgotamento doméstico, industrial e agricola. Somado a estes fatores,
o represamento de suas dguas interfere na rota migratoria dos peixes, eleva o status de vulnerabilidade
ambiental e o risco de extingdo de diversas espécies icticas (CBHSF, 2015, Souza-Shibatta et al., 2018,
Gongalves Junior et al., 2019, Brandao et al., 2020, MMA, 2020).

Sabe-se que a contaminagdo do ambiente aqudtico pode acarretar disturbios fisiologicos,
reprodutivos € comportamentais na fauna aquatica, contribuindo para a diminuicao dos estoques
naturais (Barbosa et al., 2017, MMA, 2020). Por esta razao, o monitoramento da qualidade ambiental
de um ecossistema deve extrapolar as analises fisico quimicas de amostras ambientais, incluindo
também avaliacOes de possiveis efeitos adversos dos contaminantes ambientais sobre a sua biota
(Connon et al., 2012, Gupta, 2014).

Nesta perspectiva, os peixes sdo reconhecidos como bons indicadores de qualidade ambiental,
pois acumulam substancias toxicas pela exposi¢do direta a agentes contaminantes dissolvidos na adgua,
ou indiretamente através das interagdes troficas (Ribeiro & Américo-Pinheiro, 2018, Angheben et al.,
2019, Trolly, 2019, Qiu et al., 2020, Gabiatti, 2021, Brandts et al., 2022, Hamidian et al., 2023). Além
disso, sdo sensiveis a baixas concentragoes de mutagénicos, a agentes teratogénicos e carcinogénicos
(Grisolia, 2005, Deutschmann et al., 2016). A exposi¢ao aos xenobidticos pode desencadear desordens
metabolicas, celulares, moleculares, histologicas e comportamentais. As referidas desordens podem
ser mensuradas e constituem biomarcadores que podem indicar os impactos dos poluentes em
diferentes niveis de organizacdo bioldgica, sendo, portanto, de fundamental importdncia no
monitoramento da integridade ecologica de um ecossistema aquatico (El-SiKaily & Shabaka, 2024).

Entre os biomarcadores utilizados para avaliar as respostas biologicas da fauna aquatica, o Teste
de Micronticleos (MN) em eritrdocitos dos peixes ¢ comumente recomendado, pois consiste em um
ensaio simples, rapido e sensivel a detec¢ao de alteragdes cromossOmicas estruturais e/ou numéricas

(OCDE, 2016, Lopes, 2017, Aguiar et al., 2018, Qiu et al., 2020, Cérdoba-Tovar et al., 2023). Os
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eritrocitos dos peixes sdo normalmente mononucleados (Bueno et al.,, 2017). A presenca Iﬂ@

micronticleos (MN) indica fragmentos cromossomicos, ou mesmo Ccromossomos inteiros, nao

agregados ao nucleo principal de células-filhas durante o processo de divisdo celular (Al-Sabti &

Metcalfe, 1995). Estes MN se caracterizam por (i) apresentarem tamanho inferior a 1/3 do nucleo
principal; (i1) ndo ser refrativo; (iii) apresentarem coloragdo e intensidade equivalentes ao nucleo
principal e (iv) composi¢do intracitoplasmatica sem tocar o nticleo principal (Grisolia, 2005, Oliveira
et al., 2020). Ressalta-se que pode haver a ocorréncia espontanea de MN entre as espécies de peixes,
porém esta ¢ considerada baixa e uniforme (Siu et al., 2004). Todavia, outros estudos sugerem uma
relagdo positiva entre a polui¢ao ambiental e a formacao de MN em eritrocitos de peixes (Lopes, 2017,
Pereira, 2019, Carmo et al., 2020, Oliveira et al., 2020, Gomes et al., 2021, Brandts et al., 2022,
Caramello & Jorge, 2022, Noleto et al., 2022).

Neste estudo, avaliamos as variagdes na ocorréncia de MN e AMN, assim como a presenga de
multiplos danos hepaticos, em peixes que ocupam diferentes niveis troficos, coletados de uma area do
médio rio Sdo Francisco. Especificamente, esperamos que: (i) peixes de diferentes niveis tréficos,
apresentem diferentes quantidades de MN e AMN do tipo blebbed, lobed, notched e eightshaped, pois
estes danos estdo relacionados a presenca de contaminantes ambientais (Brandts et al., 2022, Nyholt
et al., 2022, Viana et al., 2022, Cruz-Esquivel et al., 2023) e (ii) peixes de niveis troéficos diferentes
apresentem variados danos hepaticos, como degeneracdo hidrdpica, esteatose, hemossiderose,
hiperemia, inflamagao e necrose, porque o figado ¢ um importante 6rgao de depuracao dos organismos
vivos refletindo a presenca de contaminantes no ambiente aquético (Abalaka et al., 2020, Mladin et

al., 2021, Jiang et al., 2022, Vieira et al., 2022, Hamidian et al., 2023).

2 REFERENCIAL TEORICO

MN sdo correlacionados a instabilidade cromossomica, rearranjos do genoma e mutagénese
(Krupina et al., 2021). Sdo biomarcadores frequentemente associados a canceres, senescéncia e
estresse genotoxico (Krupina et al., 2021). O envelope nuclear dos MN tem comumente a integridade
rompida. A ruptura do envelope micronuclear, quase sempre irreversivel, compromete mecanismos de
reparo do material genético, especialmente a via autofagica, o que consequentemente contribui para o
acumulo localizado de danos ao DNA (Terradas et al., 2016). Adicionalmente, ativam a cGAS, enzima
sinalizadora de resposta imune celular, relacionada a progressao do cancer (Krupina et al., 2021).

Além das variagdes no numero de MN, outras alteragdes morfonucleares (AMN) como
blebbed, lobed, notched e eightshaped, também decorrentes de erros na divisdo celular, podem ser
indicadoras de citotoxicidade, sendo importantes biomarcadores de danos genotoxicos in vivo (OCDE,
2016, Lopes, 2017, Aguiar et al., 2018, Pereira, 2019, Carmo et al., 2020, Oliveira et al., 2020, Gomes
etal., 2021, Brandts et al., 2022, Cérdoba-Tovar et al., 2023, Cruz-Esquivel et al., 2023).
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A avalia¢do de danos histopatologicos também tem sido utilizada como biomarcador parad—#*
verificagdo dos efeitos toxicologicos diretos e indiretos em tecidos de peixes (Lopes, 2017, Aguiar et

al., 2018, Pereira, 2019, Ferreira, 2020, Peixoto, 2020, Shahid et al., 2021, Brandts et al., 2022,

Hamidian et al., 2023). O figado ¢ um o6rgao importante para avaliar as alteragdes histologicas
relacionadas a presenca de contaminantes ambientais, pois reflete a ocorréncia de poluentes aquaticos
de maneira proporcional aos niveis encontrados no ambiente, desempenha inimeras funcdes vitais e
encontra-se diretamente relacionado com os mecanismos de desintoxicacao, pela biotransformacao de
substancias toxicas (Lopes, 2017, Abalaka et al., 2020, Shahid et al., 2021, Brandts et al., 2022,
Hamidian et al., 2023). Diversos danos hepaticos (e.g., perda do limite celular e da integridade
citoplasmatica, deformacao nuclear, vacuoliza¢do do citoplasma, redu¢do na densidade das células,
centros melanomacrofagos, degeneracao gordurosa, inflamagao, congestdo, hepatite e necrose) estao
relacionados a exposi¢do dos peixes a xenobidticos ambientais (Lopes, 2017, Pereira, 2019, Ferreira,
2020, Peixoto, 2020, Shahid et al., 2021).

Finalmente, a ocorréncia destas alteragdes genotoxicas e histopatologicas, podem estar
relacionadas aos niveis troéficos ocupados pelos peixes (Ribeiro & Américo-Pinheiro, 2018, Vreys et
al., 2019, Peixoto, 2020, Viana et al., 2022, Cordoba-Tovar et al., 2023). Presume-se que espécies
icticas com diferentes habitos alimentares podem absorver quantidades varidveis de poluentes
ambientais, podendo ocorrer através da via respiratdria, dérmica ou digestiva, sendo acumulados nos

diversos tecidos (Campos et al., 2018).

3 METODOLOGIA
3.1 AREA DE ESTUDO

As coletas dos peixes foram realizadas no rio Sdo Francisco, proximo a zona urbana de
Januaria, Norte de Minas Gerais, Brasil. Este municipio possui uma populacdo de 67.958 habitantes
(IBGE, 2021) e situa-se na regido do médio Sdo Francisco, caracterizada por prolongados periodos de
estiagem e aridez (Castro & Pereira, 2019). O local da amostragem ¢ impactado por processos de
erosao, assoreamento, agricultura irrigada, pesca, despejo de esgoto doméstico e contaminagdo por

pesticidas e fertilizantes (Fig. 1) (CBHSF, 2015, IGAM, 2021).
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Figura 1. Area de estudo e ponto amostral na regido do médio rio Sao Francisco, municipio de Januaria, Minas Ger’af[ ﬂ @
Brasil. Estao evidenciados fatores de degradacao do curso d’agua (i.e., areas de mineracdo, barragens e aglomerados
urbanos como Januaria e Belo Horizonte).
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Fonte: Elaborada pelos proprios autores.

3.2 ESPECIES ICTICAS AVALIADAS

Salminus franciscanus (Lima & Britski, 2007) (dourado) tem hébito alimentar carnivoro (Fig.
2A e 2E). Em média, os exemplares medem de 40 a 70 cm, com peso entre 0,5 e 3,5 kg. A espécie ¢
migratoria e reofilica. Preferencialmente habitam aguas correntes com elevada concentragdo de
oxigénio. Os dourados sdo muito apreciados para consumo e criagdo ornamental (Fig. 2A) (Lima &
Britski, 2007, Flora et al., 2010, Campeche et al., 2011).

Leporinus obtusidens (Valenciennes, 1836) (piau) sdo onivoros (Fig. 2B e 2E), alimentam-se
de algas filamentosas, sobras de culturas submersas, moluscos e insetos. Podem atingir cerca de 8 kg
e medir em torno de 22 a 40 cm de comprimento. Tem comportamento migratorio e reproducao
periédica. E uma espécie bastante apreciada pela pesca esportiva, extrativista e comercial devido &
palatabilidade da sua carne (Campeche et al., 2011).

Mpyleus micans (Liitken, 1875) (pacu) tem hébito alimentar preferencialmente herbivoro (Fig.
2C e 2E), alimentando-se de macrofitas aquaticas. Apresentam comportamento reofilico e podem
atingir 50 cm de comprimento e aproximadamente 4 kg (Britski et al., 1988, Brasil-Sato & Santos,
2003, Da Luz et al., 2012, Andrade, 2013).

Prochilodus argenteus (Agassiz,1829) (curimatd) ¢ iliofago-detritivoro (Fig. 2D e 2E), ingere
sedimentos do fundo dos rios, incluindo microrganismos e detritos. Devido a seu habito alimentar,
possui uma porcao do estomago adaptado em forma de moela. O aparelho bucal apresenta labios
espessos e protrateis com denticulos. As fémeas atingem maior peso que os machos podendo chegar a
15 kg e 80 cm de comprimento. Desempenham importante contribuicdo aos ambientes aquaticos
porque fazem a ciclagem dos nutrientes e depuracdo dos cursos d’agua (Campeche et al., 2011, Melo,

2011, Reis et al., 2018).
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Figura 2. Espécies de peixes avaliadas neste estudo. Em (A) Salminus franciscanus; (B) Leporinus obtusidens; (C;,] ﬂ ﬂ
Mpyleus micans; (D) Prochilodus argenteus ¢ (E) Nivel trofico ocupado na cadeia alimentar pelas espécies estudadas. 1)
Detritivoro/Iliofago (P. argenteus), 2) Herbivoro (M. micans), 3) Onivoro (L. obtusidens) e 4) Carnivoro (S.
franciscanus).

ote: Elaboada pelos autores.
3.3 COLETA DAS AMOSTRAS

As coletas dos exemplares de peixes das espécies S. franciscanus, L. obtusidens, M. micans e
P. argenteus foram feitas no leito do rio Sao Francisco (-15°29.39°-044°21.31° Datum WGS 84 Lat e
Long) com redes de arrasto em outubro/2021 (Fig. 1).

Foram amostrados um total de 10 exemplares adultos de cada espécie de peixe para avaliagao
de alteragdes genéticas e hepaticas. Apds a coleta, todos os animais foram acondicionados em caixas
térmicas contendo agua do rio e posteriormente anestesiados com benzocaina através de imersao (0,1
g de benzocaina em 1 ml de alcool etilico para cada 100 ml de 4gua deionizada) permanecendo por 10
minutos apds cessarem os movimentos operculares e pelo método complementar de eutanasia por

seccao medular.

3.4 TESTE DE MICRONUCLEOS (MN)

O teste de MN foi realizado conforme descrito por Rivero (2007), com modificagcdo. Assim, o
sangue periférico dos peixes foi coletado através de pungdo branquial com auxilio de seringas
hipodérmicas, estéreis e descartaveis de 3 ml com agulha medindo 0,80 mm x 32 mm.

A extensdo sanguinea de cada espécime foi feita no local da coleta, com aproximadamente 50
ul de sangue, sendo preparados trés esfregacos por animal. As laminas foram devidamente
identificadas e expostas a secagem em temperatura ambiente por 24 horas. Depois de secas, foram
coradas utilizando kit para coloragdo diferencial rapida em hematologia seguindo os procedimentos
conforme recomendado pelo fabricante (Registro ANVISA 10097010105, cédigo 620529, lote
90813007).

A andlise citologica foi realizada em microscopio Optico de luz da marca Physis® com objetiva
de imersdo e aumento de 100x, considerando a contagem de 3.000 células sanguineas por animal. Os

registros foram feitos com auxilio de contadores estatisticos analdgicos Lee Tools®680233. Os
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eritrocitos totais e aqueles que apresentavam micronucleos foram quantificados, bem como subgru
de outras quatro alteracdes morfonucleares distintas sendo blebbed, lobed, notched e eightshaped (Fig.

3) (Rivero, 2007, Azevedo et al., 2012, Lopes, 2017, Aguiar et al., 2018).

3.5 HISTOLOGIA HEPATICA

Os peixes coletados, apos eutanasiados, foram dissecados para retirada de amostra de tecidos
hepéticos. Por exemplar, foram seccionadas duas por¢des do figado medindo aproximadamente 3,0 x
2,0x 1,5 cm e pesando em torno de 4 g. Estas fragdes de tecido foram lavadas em solucao salina (0,9%)
e fixadas em solugdo de formalina tamponada (10%, pH 7,2) durante 6 horas.

Apos a fixacdo, os fragmentos teciduais foram transferidos para uma solug¢ao tampao de fosfato
de sodio por 24 horas. Em seguida foi feita a desidratagdo do material em série crescente de alcoois
(70%, 80%, 90% e 100%), diafanizagdao em xilol e inclusdo em blocos com parafina com ponto de
fusdo entre 56-62 °C. Posteriormente, os blocos foram cortados transversalmente com 4 pum de
espessura com microtomo rotativo (Lopes, 2017). As laminas foram coradas com hematoxilina-eosina
(Paulete & Begak, 1976). De cada exemplar foi confeccionada uma lamina histoldgica permanente.

Foram registradas vinte fotomicrografias, por exemplar, considerando campos aleatorios dos
tecidos hepaticos. Para isto, foi utilizado microscopio 6tico da marca Zeizz® modelo Primo Star,
camera acoplada AxiocamERc5s®, resolugdo 2560(H) x 1920(V) e software Zen 2.5 lite®, aumento
de 40x.

Para analise morfométrica das imagens, foi utilizado o software ImageJ (versdo 1.32j). As
fotomicrografias foram visualizadas e analisadas quanto as lesdes com abordagem quantitativa ou
semiquantitativa conforme a natureza do dano. As lesOes avaliadas quantitativamente foram
inflamacdo e necrose (Fig. 4, E, F), sendo as células inflamatérias de kupffer registradas
numericamente, as areas de necrose medidas em micrometros quadrados e posteriormente convertidas
em milimetros quadrados.

As lesdes, degeneragao hidrdopica, hemossiderose, hiperemia, microesteatose, macroesteatose
(Fig. 4, A, D, B, C) e esteatose total foram aferidas semiquantitativamente seguindo protocolo adaptado
(Brunt et al., 1999). Os quadrantes com campos positivos, para as respectivas lesdes, foram somados
e, considerando o cdlculo da mediana, foram atribuidos graus de severidade por cada exemplar
amostrado. Na auséncia do dano hepatico, grau 0, para os intervalos de 0-3 (grau 1), 4-6 (grau 2), 7-
10 (grau 3). Porém, foi conferido grau 1, quando se obteve a mediana zero, tendo sido observada lesao

hepatica.
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3.6 ANALISE ESTATISTICA
As diferentes espécies de peixes foram ordenadas com base nas alteragdes genéticas (i.e.,

nimero de microntcleos, blebbed, lobed, notched e eightshaped) e pelos danos hepaticos (i.e.,

degeneracao hidropica, esteatose, hemossiderose, hiperemia, inflamagao e necrose) usando Analise de
Componentes Principais (PCA) distintas. Assim, foram gerados dois graficos biplot para mostrar a
projecdo dos eixos originais sobre um diagrama de dispersdo. Estas andlises foram realizadas no
software Past (Paleontological Statistics Software) versao 4.03 (Hammer, 2001).

Finalmente, os scores dos dois eixos principais destas PCAs foram extraidos e comparados
entre as quatro espécies de peixes. Estas comparacdes foram feitas usando Modelos Lineares
Generalizados (GLM). Na construcdo destes modelos, as espécies de peixes foram as variaveis
explicativas, ¢ os scores das PCAs, referentes as alteragdes genéticas ou danos hepaticos dessas
espécies, foram as variaveis resposta, seguindo a distribui¢do de Gaussian. Andlises de Variancia
(Anova), com teste F, foram usadas para testar a significancia dos modelos. Andlises de contrastes
foram usadas para agrupar niveis estatisticamente iguais e separar aqueles estatisticamente diferentes.

Todos estes procedimentos estatisticos foram realizados no software R (R Core Team, 2023).

3.7 ASPECTOS LEGAIS DA PESQUISA

Esta pesquisa possui licenciamento ambiental emitido pelo Ministério do Meio Ambiente —
MMA, Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade — ICMBIo, através do Sistema de
Autorizacdo e Informag¢do em Biodiversidade — SISBIO n°® 79384-1, certiddo de habilitagdo pelo
Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado —
SisGen n® AF728DB ¢ permissio do Conselho de Etica em Experimentacio ¢ Bem-Estar Animal da

Universidade Estadual de Montes Claros — CEEBEA/Unimontes protocolo n® 233.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Foram tomadas as medidas de comprimento e peso dos peixes coletados, cujos valores foram
utilizados para o céalculo das médias morfométricas e do erro-padrdo de cada parametro avaliado (Tab.
1). As fotomicrografias analisadas revelaram, nos eritrocitos dos espécimes, a ocorréncia de MN e
AMN com padrdes morfoldgicos do tipo blebbed, lobed, notched e eightshaped (Fig. 3), assim como,
nos tecidos hepaticos, a presenca de lesdes compativeis com degeneracao hidropica, esteatose,

hemossiderose, hiperemia, processos inflamatorios e necrose (Fig. 4).
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Tabela 1. Dados biométricos das espécies de peixes estudadas.

L . M¢édia Comprimento Erro Padrio Média Peso  Erro Padrio
Espécies :
(cm) Comprimento (g) Peso
Salminus franciscanus 55,0 +0,9 1680,0 +81,8
Leporinus obtusidens 43,0 +1,9 1210,0 +147,0
Mpyleus micans 21,0 +0,7 260,0 +23,1
Prochilodus argenteus 37,5 +1,1 630,0 +67,5

Fonte: Elaborada pelos autores.

Figura 3. Fotomicrografias de eritrocitos de peixes, corados com panoético rapido uso hematoldgico, aumento 100X; A)
eritrocitos normais; B) eritrocito micronucleado (MN); C) AMN do tipo blebbed (bolha); D) AMN do tipo lobed (16bulo);

E) AMN do tipo notched (entalhado); F) AMN do tipo *eightshaped (oito) e **blebbed.
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Fonte: Elaborada pelos autores.

Figura 4. Fotomicrografias de danos hepaticos em peixes, corados com hematoxilina-eosina, aumento 40X; A)
degeneragdo hidropica; B) microesteatose; C) macroesteatose; D) *hemossiderose e **hiperemia; E) inflamagdo (células

de Kupffer); F) necrose.
% B %

4.1 VARIACOES GENETICAS

Os dois primeiros eixos da PCA explicam juntos aproximadamente 75% de todas as alteragdes
genéticas. O eixo 1 apresentou relagcdo negativa com as alteragdes morfonucleares blebbed, lobed,
notched e eightshaped. O eixo 2 apresentou relagdo positiva com microntcleos. Portanto, esta
distribuicao sugere que o eixo 1 representa as alteracdes morfonucleares (i.e., blebbed, lobed, notched

e eightshaped) e o eixo 2 as alteragdes no nimero de micronucleos (i.e., micronucleos) (Fig. 5).
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Figura 5. Biplot de analise de componentes principais com base na ocorréncia de alteragdes genéticas nas quatro esp'eﬁ[ ﬂ
de peixes amostradas. Eixo 1 Alteragcdes morfonucleares do tipo lobed, blebbed, notched e eightshaped. Eixo 2 Variagdes
no numero de micronucleos.
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Fonte: Elaborada pelos autores.

As espécies M. micans e S. franciscanus correlacionaram-se positivamente com o eixo 1
enquanto L. obtusidens e P. argenteus apresentam correlagdo negativa com este mesmo eixo (Fig. 5).
Além disto, os scores derivados de P. argenteus e L. obtusidens sao menores que os scores derivados
de M. micans e S. franciscanus (Fig. 6), sugerindo que estas duas ultimas espécies apresentam maior
numero de alteragdes morfonucleares. O eixo 2 apresenta correlagdo positiva com a espécie P.

argenteus que tem os maiores scores de microntiicleos comparada as demais espécies (Fig. 6).

Figura 6. Variagdo nos scores do primeiro (A) e segundo (B) eixo da Analise de Componentes Principais (PCA) baseada
nas variagdes morfonucleares das espécies M. micans, P. argenteus, L. obtusidens, S. franciscanus, coletados no rio Sédo

Francisco, Januaria, Minas Gerais.
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Fonte: Elaborada pelos autores.

4.2 ALTERACOES HEPATICAS
Os dois primeiros eixos da PCA explicam juntos aproximadamente 52% de todas as alteragdes

hepaticas. O eixo 1 apresentou relagdo positiva especialmente com a macroesteatose e inflamacao,
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relacdo negativa com a hemossiderose. O eixo 2 apresentou relagdo positiva com a necrose € negéiﬂ

com a hiperemia. Portanto, o eixo 1 deve representar as lesdes degenerativas (i.e., degeneracao

hidropica, esteatose, hemossiderose, hiperemia, inflamagao) e o eixo 2, relacdo com a lesdo de morte

celular (i.e., necrose) (Fig. 7).

Figura 7. Biplot de analise de componentes principais com base na ocorréncia de danos hepaticos nas quatro espécies de
peixes amostradas. Eixo 1 Lesoes degenerativas (degeneracdo hidropica, esteatose, hemossiderose, hiperemia,
inflamagdo). Eixo 2 Lesdo de morte celular (necrose).

4

® [eporinus obtusidens (Piau)
7 e Myleus micans (Pacu)
3.2+ e Salminus_franciscanus (Dourado)
o Prochilodus argenteus (Curimata)
necrose 244
+ 1.64 .
s s v macroesteatose
) microesteatose
OO . P
i, 0.8
(o] ° s
__3_, hemossiderose o =
42,4. -1.8 -1.2 -0.6 06 « 12 18 24 3
. AR inflamacao
e -
o « Vo . deg’ hidrépica y
4 5 = 9
5 .
._1 B
hiperemia
2.4

Eixo 1 (27.70%)
Fonte: Elaborada pelos autores.

O eixo 1 apresentou correlagdo positiva com as espécies S. franciscanus e L. obtusidens e
negativa com a espécie M. micans (Figura 7). Os scores derivados de M. micans foram menores que
os scores derivados de S. franciscanus (Fig. 8), sugerindo que esta Ultima espécie apresenta maiores
indices de degeneracao hidrdpica, esteatose e inflamagdo. O eixo 2, apresenta correlacdo positiva com

P. argenteus que tem os maiores scores de necrose comparada as demais espécies (Fig. 8).

Figura 8. Variagdo nos scores do primeiro (A) e segundo (B) eixo da Analise de Componentes Principais (PCA) baseada
nas lesdes hepaticas das espécies M. micans, P. argenteus, L. obtusidens, S. franciscanus, coletados no rio Sdo Francisco,
Januaria, Minas Gerais.
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Fonte: Elaborada pelos autores.
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5 CONCLUSAO

Comparamos as variagdes na ocorréncia de MN, AMN e alteragdes histopatologicas hepaticas
entre quatro espécies de peixes com habitos alimentares distintos de uma mesma area do médio rio
Sao Francisco. Nossos resultados indicaram que a espécie mais afetada por MN foi P. argenteus, e por
AMN foram M. micans e S. franciscanus. Estes resultados corroboraram nossa hipotese inicial de que
peixes de niveis troficos diferentes, tendem a apresentar quantitativos diferentes de danos genéticos,
devido aos habitos alimentares, uma vez que as espécies P. argenteus, M. micans e S. franciscanus
apresentam habitos alimentares detritivoro, herbivoro e carnivoro, respectivamente.

A espécie P. argenteus sendo iliofaga-detritivora realiza forrageamento do substrato do rio,
onde ingere sedimentos, microrganismos e detritos, desempenhando relevante fung¢do na ciclagem dos
nutrientes e depuracgdo dos cursos d’agua (Campeche et al., 2011, Reis et al., 2018). Os sedimentos sdo
as principais fontes de contaminagdo dos organismos aquaticos e podem induzir o aumento de MN e
AMN (Coérdoba-Tovar et al., 2023). Peixes detritivoros tendem a acumular maiores quantidades de
contaminantes, porque concentram diretamente, ao longo do ciclo de vida, maiores quantidades de
xenobidticos em seu corpo devido aos habitos alimentares (Viana et al., 2022). Em estudo realizado
anteriormente por este grupo de pesquisa, foi caracterizado pela primeira vez o metagenoma branquial
e intestinal de P. argenteus, espécie iliéfaga detritivora, endémica do rio Sdo Francisco, também
avaliada neste trabalho. Foram notados nestes microbiomas um numero expressivo de taxons
bacterianos resistentes a metais pesados, pois os peixes iliofagos se alimentam do sedimento e
provavelmente estdo mais sujeitos a bioacumulacdo (Damasceno et al., 2022).

Em nosso estudo, as AMN tiveram os maiores scores em M. micans e S. franciscanus que sao
espécies respectivamente herbivoras e carnivoras. Outros estudos indicam que as AMN sdo respostas
primarias que antecedem a formacgao dos micronucleos (Ayllon & Garcia-Vazquez, 2000, Kirschbaum
et al., 2009). Durante os mecanismos de reparo do material genético, que podem ter sido danificados
devido a contamina¢do dos peixes por xenobidticos ambientais, a membrana nuclear apresentaria
imperfeigdes que caracterizam as AMN (Gomes et al., 2021). Outra justificativa seria o estresse
oxidativo, gerado pela provavel presenca de poluentes no ambiente aquatico, que altera a
permeabilidade e seletividade das membranas, tornando o nucleo mais vulnerdvel, favorecendo a
formag¢do de AMN e MN respectivamente (Silva de Assis et al., 2013, Gomes et al., 2021). Desse
modo, os indices de AMN em M. micans podem ser explicados pela possivel presenca de
contaminantes ambientais, que foram bioacumulados e transferidos pela cadeia alimentar, para os
exemplares desta espécie.

A espécie S. franciscanus apresentou scores elevados de AMN. Esse resultado reforca o
processo de biomagnificagdo, indicando que peixes em niveis troficos superiores tendem a concentrar

maiores quantidades de poluentes ao longo da cadeia alimentar, uma vez que ingerem numerosos
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organismos ja contaminados durante seu ciclo de vida (Gomes et al., 2021, Jiang et al., 2022, N}}Iﬂ
et al., 2022, Cérdoba-Tovar et al., 2023).

Sobre a ocorréncia de danos hepaticos, a comparagao entre as espécies de peixes de diferentes

niveis troéficos mostrou que P. argenteus também foi a mais afetada. Estes peixes apresentaram elevada
ocorréncia de necrose, lesao irreversivel. Como descrito anteriormente, P. argenteus estd mais exposta
as condi¢des de contaminacdo com residuos ambientais devido ao seu hébito alimentar iliofago-
detritivoro. Corrobora ainda com o efeito da magnificacdo tréfica a maior ocorréncia de lesdes
degenerativas (i.e., degeneracao hidropica, esteatose e inflamacao) encontradas em S. franciscanus e
L. obtusidens, respectivamente carnivora e onivora, quando comparadas as demais espécies deste
estudo. Sendo assim, espécies de habitos carnivoros geralmente sdo mais afetadas por danos hepaticos
do que espécies onivoras e herbivoras (Mladin et al., 2021) e pela mesma razdo, espécies onivoras
apresentam maiores ocorréncias de danos hepaticos do que as herbivoras (Hamidian et al., 2023).

Ressalta-se que durante o periodo de coleta e no local de amostragem deste estudo, ocorreu a
presenga de um grande volume de moluscos mortos, alguns dos quais foram encontrados no conteudo
estomacal de determinadas espécies de peixes. As aguas do rio, bem como o pescado, exalavam odor
fétido, evidenciando um evidente desequilibrio ambiental, provavelmente decorrente de processos de
poluicdo e degradagdo do ecossistema (Cavalcante, 2021). O boletim trimestral do Instituto Mineiro
de Gestdo das Aguas (IGAM), referente ao Gltimo trimestre de 2021, identificou desconformidades
nos parametros Escherichia coli, fendis totais, fosforo total e cobre dissolvido no mesmo periodo e
local de amostragem dos peixes deste estudo (COPAM, 2008, IGAM, 2021), sugerindo que a qualidade
da 4gua pode ter contribuido para as alteracdes genéticas e os danos hepaticos observados nos
organismos. Diversos estudos ja estabeleceram correlagdo positiva entre degradagdo ambiental
aquatica e as respostas fisioldgicas de espécies icticas (Abalaka et al., 2020, Peixoto, 2020, Mladin et
al., 2021, Shahid et al., 2021, Jiang et al., 2022, Viana et al., 2022, Cérdoba-Tovar et al., 2023,
Hamidian et al., 2023).

Em resumo, nossos resultados indicam que peixes de diferentes niveis tréficos apresentam
diferentes indices de danos genéticos e lesdes hepaticas. A espécie iliéfaga-detritivora, P. argenteus,
foi a mais afetada pela ocorréncia de MN e necrose, possivelmente porque seu habitat e dieta alimentar
a exponha a concentragdes mais elevadas dos contaminantes aquaticos. Apontamos os possiveis efeitos
da bioacumulagdo ao longo da cadeia alimentar, visto que, S. franciscanus (carnivora) e L. obtusidens
(onivora) apresentaram elevados indices de lesdes degenerativas do figado, dentre elas, a degeneracao
hidropica, esteatose e inflamagao.

Sugerimos que novos estudos correlacionem varidveis importantes como, por exemplo, a
sazonalidade hidrica e a identificagdo de poluentes especificos aos habitos alimentares das espécies

icticas ja avaliadas por este trabalho, bem como de outras que possam ser investigadas, especialmente
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as endémicas. Tais pesquisas sdo fundamentais para preencher as lacunas de conhecimento ai Iﬂ

existentes sobre o médio curso do rio Sdo Francisco.
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