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Resumo: O teste do micronicleo (MN) é uma analise rapida e simples, que detecta a presenca de danos genotéxicos no
material genético de individuos expostos a agentes clastogénicos. Esse teste vem sendo utilizado para mensurar o grau de
exposi¢do aos contaminantes ambientais que causam efeitos genotdxicos. Esse estudo analisou a presenca de alteracoes
genotoxicas, utilizando o teste do microndcleo, em células de peixe da espécie Hoplosternum littorale (tamoatd). Foram
analisadas 20 amostras coletadas nos igarapés da Comunidade da Sharp, Presidente Dutra e Ponte da Paraiba, em Manaus,
Amazonas. Esses ambientes sao poluidos por efluentes que sio lancados em suas aguas. Foram analisadas 1000 células
por lamina (n = 20.000 células analisadas no total), no perfodo de outubro a novembro de 2022, foram analisadas no
laboratério multidisciplinar do Centro Universitario do Norte- UNN, na cidade de Manaus. Foram identificados 82
micronucleos nas células da espécie amostrada dos trés igarapés. Os individuos coletados no igarapé da Comunidade da
Sharp, apresentaram um total de micronucleos muito maior, correspondendo a 73,1 % do total desses danos, em
comparacdo os individuos dos outros igarapés (Ponte Presidente Dutra 17,07% e Ponte da Parafba 9,7%). A quantidade
de micronucleos ¢ significativa, qualitativamente para indicativo de possiveis agentes causadores de danos genotdxicos
nos peixes analisados, provenientes desses ambientes.

Palavras-chave: Contaminantes ambientais. Frequéncia de micronucleos. Genotoxicidade. Mutagenicidade

Abstract: The micronucleus (MN) test is a quick and simple analysis that detects the presence of genotoxic damage in the
genetic material of individuals exposed to clastogenic agents. This test has been used to measure the degree of exposure
to environmental contaminants that cause genotoxic effects. This study analyzed the presence of genotoxic changes, using
the micronucleus test, in fish cells of the species Hoplosternum littorale (tamoata). 20 samples collected in the streams of
the Sharp Community, Presidente Dutra and Ponte da Paraiba, in Manaus, Amazonas, were analyzed. These
environments are polluted by effluents that are released into their waters. 1000 cells per slide were analyzed (n = 20,000
cells analyzed in total), from October to November 2022, they were analyzed in the multidisciplinary laboratory of the
Centro Universitario do Norte - UNN, in the city of Manaus. 82 micronuclei were identified in the cells of the species
sampled from the three streams. The individuals collected in the Sharp Community stream presented a much higher total
of micronuclei, corresponding to 73.1% of the total damage, compared to individuals from other streams (Ponte
Presidente Dutra 17.07% and Ponte da Paraiba 9, 7%). The quantity of micronuclei is qualitatively significant to indicate
possible agents causing genotoxic damage to organisms present in these environments.

Keywords: Environmental contaminants. Micronucleus frequency. Genotoxicity. Mutagenicity.

Resumen: La prueba de micronucleos (MN) es un analisis rapido y sencillo que detecta la presencia de dafio genotéxico
en el material genético de individuos expuestos a agentes clastogénicos. Esta prueba se ha utilizado para medir el grado de
exposicion a contaminantes ambientales que causan efectos genotoxicos. Este estudio analiz6 la presencia de cambios
genotoxicos, mediante la prueba de microntcleos, en células de peces de la especie Hoplosternum littorale (tamoata). Se
analizaron 20 muestras recolectadas en los arroyos de la Comunidad Sharp, Presidente Dutra y Ponte da Paraiba, en
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Manaos, Amazonas. Estos ambientes estin contaminados por los efluentes que se vierten en sus aguas. Se analizaron
1000 células por portaobjetos (n = 20.000 células analizadas en total), de octubre a noviembre de 2022, fueron analizadas
en el laboratorio multidisciplinario del Centro Universitario do Norte - UNN, en la ciudad de Manaus. Se identificaron 82
micronucleos en las células de las especies muestreadas en las tres cortientes. Los individuos recolectados en el arroyo
Sharp Community presentaron un total de micronicleos mucho mayor, correspondiente al 73,1% del dafio total, en
comparacion con los individuos de otros arroyos (Ponte Presidente Dutra 17,07% y Ponte da Paraiba 9,7%). La cantidad
de micronucleos es cualitativamente significativa para indicar posibles agentes que causan dafios genotoxicos a los
organismos presentes en estos ambientes.

Palabras-clave: Contaminantes ambientales. Frecuencia de microndcleos. Genotoxicidad. Mutagenicidad.

1 INTRODUCAO
A qualidade ambiental atualmente esta comprometida pelo aumento da populagdo humana, agricultura

intensiva, industria]izagﬁo e urbaniza(;io. A intensa exploracao dos recursos naturais agravou significativamente os problemas ambientais

(Ayanda e al., 2021), afetando tanto as dguas superficiais quanto as subterrdneas e causando efeitos diretos ou indiretos nos organismos aquaticos,

sejam eles alvo ou nao-alvo (Ezeoyili ez 4., 2019).

O do acimulo de residuos sélidos em efluentes na capital do Estado do Amazonas, causa o
transbordo em periodos de cheia, refletindo a falta de educa¢io ambiental da populagdo e uma gestio
ambiental insuficiente por parte da gestao publica. Embora haja legislacio que regulamenta o descarte correto
dos residuos solidos, um exemplo disso é o Dectreto n° 1.349 de 9 de novembro de 2011, que aprova o Plano
Diretor Municipal de Residuos Sélidos da cidade Manaus. Ele busca melhorar a infraestrutura de coleta e
tratamento de residuos, reduzindo sua geragao e promovendo a reutilizagio, recuperacao e reciclagem. Contudo,
a falta de fiscalizacdo e a ndo implementacdo pratica resultam no acumulo de residuos nos igarapés, afetando
diretamente a vida aquatica e, consequentemente, os seres humanos (Decreto 1.349, 2011).

Nas ultimas décadas, a industrializacao e as diversas influéncias antropogénicas resultaram em uma maior
presenca de contaminantes em ecossistemas aquaticos (Sunjog et al., 2013). Isso ocorre pois o que é descartado
contém mistura de contaminantes organicos e inorganicos, o que pode acarretar multiplos efeitos biologicos,
induzir alteragdes genéticas e influenciar a integridade de moléculas de DNA em organismos aquaticos, isso se
da pela interagio com multiplas sequéncias alvo nos organismos expostos (Kolarevic ez al., 2017 & Thellmann ef
al., 2017). Uma das formas de identificar a presenga de agentes genotodxicos € o teste do microndcleo, uma
técnica simples que oferece rapido resultado (Bueno e 4/, 2017). Microntcleos sao nucleos adicionais e
separados do nucleo principal de uma célula, sua formagao deve-se a alteragdes estruturais cromossomicas
espontaneas ou decorrentes de fatores ambientais, ou até mesmo falhas do fuso mitético, estes podem ser
unicos ou multiplos (Rieger, 1968). Segundo Goes ¢ a/. (20106) a analise de alteracGes nucleares, como a presenca
de micronucleos tem sido utilizada em pesquisas, com o objetivo de estimar os efeitos genotoxicos da exposi¢ao
aos contaminantes ambientais.

A ocorréncia de micronicleos (MNs) é um fenomeno natural, mas a exposi¢cio a agentes
genotoxicos elevam sua incidéncia nas células (Franco, 2012). O teste do microntcleo tem sido empregado na
analise da qualidade ambiental de corpos aquaticos, onde a maioria das pesquisas usam sangue periférico de
peixes. Em um estudo realizado por Silva ez a/ (2019) cinco espécies de peixes que apresentaram maior

abundancia em trés igarapés poluidos da cidade de Manaus-AM, foram escolhidas como organismos modelos,
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sendo trés amazonicos (Prerygoplichthys pardalis, Hoplias malabaricus, Semaprochilodus insignis) e duas exoéticas
(Trichopodus trichopterns e Oreochromis niloticus). Nas cinco espécies foram encontradas células micronucleadas e
anormalidades nucleares eritrociticas (ANEs). Os peixes possuem uma sensibilidade maior em relagio as
mudangas ambientais ou a agentes quimicos presentes na agua, servindo como bons indicadores (Gouveia ¢ al.,
2014). Ao analisar o eritrocito do sangue de peixe, e detectar a presenca de micronucleos, é possivel avaliar que o
individuo teve contato com contaminantes. Estes afetam o DNA tecidual, causando altera¢des genéticas que,
predispondo ao desenvolvimento de cancer, podendo comprometer células gaméticas com subsequentes
mudangas na dinamica populacional (Bony ez a/., 2010).

Os peixes sao considerados um modelo genético adequado para avaliagio de alteragdes ambientais em
ecossistemas aquaticos, devido a sua capacidade de metabolizar e acumular poluentes de forma eficiente
(Hemalatha e al., 2021). Além de fornecer proteinas de alta qualidade, esses animais também sao uma excelente
fonte de nutrientes essenciais, como vitaminas A e D, selénio, iodo, acido eicosapentaendico e acido
docosahexaendico (Chan ez a/., 2018).

Os peixes evoluiram num ambiente estavel, por isso sio muito sensiveis as mudancas em seu ambiente,
pois os igarapés mantém a temperatura da agua estavel (em condigoes preservadas) e as mudangas climaticas
associadas ao desmatamento ou acumulo de residuos sélidos causam alteragdes nesses ambientes (Zanon, 2023).
Os peixes desempenham papéis importantes na avaliagao do risco potencial, associado a contaminagao de novos
produtos quimicos no ambiente aquatico (Ali ef a/., 2009).

A exposi¢ao ambiental de peixes a diversos poluentes genotoxicos pode ser avaliada observando-se os
danos a0 DNA, como MN em eritrécitos do sangue periférico (Obiakor ef a/. 2012). A utilizagao dos peixes
como bioindicadores e dos micronucleos como marcadores, permite-nos fazer uma avaliagio precoce dos danos
e os efeitos ambientais na saude de organismos, popula¢oes e comunidades (Flores-Galvan ef al., 2020).

Hoplosternum littorale (Hancock, 1828), espécie de peixe popularmente conhecida como tamoata, possui
grande importancia comercial na Venezuela e nas Guianas e serve como fonte de alimentagao para a populagio
ribeirinha do norte do Brasil, podendo ser encontrada em ambientes hostis (Rechi, 2017).

Na cidade de Manaus, capital do Amazonas, os igarapés vém sofrendo com os efeitos da contaminagao
de residuos sélidos e poluentes, o que vem refletindo na ictiofauna e na vida das pessoas que residem ali
proximo. Diante disso, o objetivo desta pesquisa é identificar a ocorréncia de micronucleos em Hoplosternum
littorale de igarapés de Manaus-AM e, por meio do teste do micronucleo, avaliar a eficacia dessa técnica como um

método rapido e pratico.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Caracterizacio da area de estudo

Manaus, a capital do Estado do Amazonas, é cercada por cerca de 150 igarapés que cortam a cidade.
Com o avango da urbanizacdo, eles vém sofrendo com os impactos ambientais causados pela falta de

preservacao.
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A espécie analisada é proveniente dos seguintes Igarapés: Ponte da Paraiba (5 amostras), localizada no
bairro Adrianépolis, considerado classe alta, Ponte Presidente Dutra (5 amostras), localizada no bairro Sao
Raimundo, classe baixa e Comunidade da Sharp (10 amostras), localizada na zona leste da cidade, bairro

Armando Mendes, classe baixa. Todos os bairros residenciais, predominancia de esgoto doméstico.

Figura 1 - Area de estudo: A- ponte Presidente Dutra; B- Ponte da Paraiba; C- Comunidade da Sharp-Manaus/ AM

Fonte: imagem A: Amazonas atual, 2017; imagem B: Mongabay, 2020; imagem C: Valor amazo6nico.com, 2021.

2.2 Coleta e processamento das amostras

Um total de 20 exemplares da espécie Hoplosternum littorale (Figura 2) foram capturados em parceria com
o Laboratério de Genética Animal (LGA) do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA). As coletas
foram realizadas sob a permissio do Instituto Chico Mendes de Conservacio da Biodiversidade
(ICMBio/SISBIO, numero: 7634-1/2015). No laboratério, os exemplares foram eutanasiados, seguindo as
Diretrizes da Pratica da Eutanasia do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (Concea,

2013), ap6s aprovacio da Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) (n°. 011/2017) do INPA.

Figura 2- Exemplar de Hoplosternum littorale (tamoata).

Fonte: Autores

2.3 Preparo de laminas citolégicas de sangue

O sangue dos exemplares foi coletado com o auxilio de um tubo capilar para hematéerito. Pingou-se
uma gota de sangue de cada individuo em uma lamina limpa, com o auxilio de outra lamina limpa o sangue foi
espalhado. Apos sua secagem, cerca de 12 horas, as laminas foram fixadas em etanol PA (100%) por 30 minutos,
secas a0 ar e posteriormente coradas com Giemsa 5 % (diluido em tampao fosfato pH 6,8) por 30 minutos.

Estas foram lavada com 4gua destilada e seca ao ar, em temperatura ambiente. As laminas foram analisadas no
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periodo de 13 de outubro a 30 de novembro de 2022, quanto a presenca de micronucleo. Estes foram
identificados, seguindo o critério proposto por Fenech ez al. (2003) e Freitas ez al. (2005) sendo considerados
como micronucleos: particulas que nio excediam 1/3 do didmetro total do nicleo principal, nio estavam
conectados e nem ligados ao nucleo e permaneciam no citoplasma, formato redondo com bordas distinguiveis e
mesma intensidade de coloragido e refringéncia do nicleo principal.

Foram analisadas um total de 20 laminas (10 da Comunidade da Sharp; 5 Ponte da Paraiba e 5 Ponte
Presidente Dutra), de cada lamina 100 eritrécitos foram analisados, totalizando 20.000. A analise dessas células
foi realizada no laboratério multidisciplinar do Centro Universitario do Norte (UNINORTE), Manaus,
Amazonas. Para observaciao em microscopio optico (Nikon; YS100), as laminas receberam uma gota de 6leo de
imersao, utilizando objetiva com aumento de 100x, foram examinados mil (1000) eritrécitos por esfregaco
sanguineo e foram consideradas para a contagem dos eritrocitos aquelas amostras de melhor qualidade para

visualizacao.

3 RESULTADOS

A incidéncia de micronucleos presentes nos eritrocitos dos peixes analisados, foi de 82 MN no total,
distribuidos por organismos dos trés igarapés: Ponte da Paraiba 8 MNs/1.000 eritrécitos= 0,008 (0,8%); Pres.
Dutra 14 MNs/1.000 eritrécitos= 0,014 (1,4%); Com. da Sharp 60 MNs/ 1.000 eritrécitos= 0,06 (6%).

Dentre as 20 laminas analisadas, foi detectada em 12 delas a presenga de MN (n = 82) em eritrocitos dos
individuos provenientes dos igarapés de Manaus, mostrando que a exposi¢ao a possivels agentes genotoxicos
presentes na agua desses ambientes, reflete diretamente nas células dessas espécies, resultando em alteragoes

genéticas. A frequéncia de micronucleos foi maior nos organismos da Comunidade da Sharp (Figura 3).

Figura 3 — Numero de micronucleos por igarapé (Manaus-AM).
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Fonte: Autores

A elevada frequéncia se destacou nas amostras coletadas do igarapé da Comunidade da Sharp, mesmo os
trés igarapés usados como area de estudo sendo ambientes poluidos. O resultado dessas analises pode ser
observado na Tabela 1, onde apresenta o n° da lamina, sexo, tamanho, local de coleta e a frequéncia dos

micronucleos.
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Tabela 1- Frequéncia de micronicleos encontradas nas células de Hoplosternum littorale (Tamoatd) provenientes de igarapés

de Manaus (AM).

Numero Sexo | Tamanho Ambiente Quantidade MN

Lamina (poluido)
1235 M 20,5 cm Ponte da Paraiba 1
1237 F 22 cm Ponte da Paraiba 6
1244 F 20,5 cm Ponte da Paraiba 1
1199 juvenil 13 cm Ponte Pres. Dutra 3
1201 juvenil 14,5 cm Ponte Pres. Dutra 5
1220 - - Ponte Pres. Dutra 6
1261 M 21,5 cm Com. da Sharp 35
1259 F 19,7 cm Com. da Sharp 7
1263 M 17 cm Com. da Sharp 7
1255 F 22,6 cm Com. da Sharp 3
1258 M 21,5 cm Com. da Sharp 7
1262 F 21,5 cm Com. da Sharp 1

Fonte: dados coletados durante a pesquisa

Na Figura 3, sao apresentados eritrécitos normais, provenientes de uma por¢ao da lamina 1244, Ponte

da Parafba e a presenca de micronucleos nos eritrocitos, lamina 1261, da Comunidade da Sharp.

Figura 3- Eritrécitos de células de Hoplosternum littorale (Tamoata) provenientes dos igarapés de Manaus (AM). A-
Eritrécitos normais, sem MN, proveniente da ponte da paraiba; B- Eritrécitos com microndcleos, em peixes da

Comunidade da Sharp.

Fonte: Autores

No presente estudo, através do teste de MN foi possivel identificar a presenca de microntcleos em

células de sangue periférico de peixes coletados em igarapés da Comunidade da Sharp, Ponte da Paraiba e Ponte

Presidente Dutra.

3.1 DISCUSSAO

As pesquisas de genotoxicidade, realizadas em peixes evidenciam a importancia desses organismos como

bioindicadores ambientais. O teste do micronucleo em peixes tem sido o biomarcador mais utilizado para avaliar

a saude dos ecossistemas aquaticos no Brasil (Dalzochio e7 a/., 2016).
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De acordo com Thomé et al. (2016), a frequéncia natural de micronucleos de origem enddgena, na
espécie Danio rerio nao ultrapassa o valor de 1 MN/1.000 células. Além dos micronucleos, as células binucleadas,
invaginadas e lobuladas, consideradas anormalidades nucleares, sio biomarcadores citogenéticos de impacto
ambiental.

Essas informacbes permitem afirmar que os peixes analisados nessa pesquisa apresentam evidentes
alteragbes genotoxicas, possivelmente causadas por substancias poluentes, presentes na agua dos ambientes
onde esses espécimes foram coletados, que podem ter causado danos no material genético do Hoplosternum
littorale. A polui¢do aquatica tornou-se um problema ambiental global, alguns produtos quimicos presentes em
efluentes industriais, agricolas e domésticos siao altamente toéxicos e, dependendo da dose e duragio da
exposicao, podem causar sérios danos aos organismos aquaticos (Ali ez al., 2019).

O teste do micronicleo no monitoramento da poluicao do Rio Tapajos, na cidade de Santarém, Pard
demonstrou que a presenca de poluentes no rio, acarretou alteracOes genéticas nas células dos peixes,
evidenciado pela frequéncia de micronucleos identificados. Na orla de Santarém, Para os peixes apresentaram
um ndamero superior de micronucleos nas células analisadas (31 e 54 MNs) em comparagao ao ponto de controle
(11 MNs) (Goes et al., 2010).

A presente pesquisa aponta resultados positivos com a aplicagdo do teste de micronucleo, e estio
evidenciados nas alteragdes genotoxicas encontradas nos eritrocitos de Hoplosternum littorale (Tamoata). Através
desses dados foi possivel comprovar a eficacia do teste de micronucleo como indicador de danos citogenéticos.
A presenca dessas alteragcdes em peixes de ambientes poluidos dos trés igarapés (Comunidade da Sharp, Ponte
Presidente Dutra e Ponte da Paraiba da cidade de Manaus, AM evidencia que a saude desses ambientes esta

comprometida, podendo acarretar varios problemas para a biota aquatica e para a comunidade local.

4 CONCLUSAO
A presenca de micronucleos em eritrocitos de Hoplosternum: littorale (tamoata), indica uma forte influéncia

do papel do ambiente no material genético dos individuos ali existentes, resultando no aumento de alteragoes
nucleares e consequentemente a formagao de micronucleos.

Consideramos que o teste do micronucleo ¢ capaz de detectar alteragOes genéticas humanas e através
dessa pesquisa, foi possivel evidenciar a importancia desses seres aquaticos como bioindicadores ambientais,
analisando e destacando também riscos aos ecossistemas e assim enfatizar a importancia de cuidar do meio em

que estamos para evitarmos mais danos a todos nos.

Conflitos de interesses
Os autores declaram que nao ha conflitos de interesse. Todos os autores estio cientes da submissao do

artigo.

Contribui¢6es dos autores

Os autores contribuiram significativamente para a realizacao e conclusao do estudo.
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