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Resumo - Neste estudo, objetivou-se utilizar biomarcadores genotoxicos para avaliacdo de impacto
ambiental em peixes do Parque Nacional da Chapada das Mesas (PNCM). Exemplares de
Leporinus fasciatus (piau cabeca-gorda) e Hypostomus pusarum (cascudo) foram coletados em
duas cachoeiras do PNCM: a de S3o Romao e a da Prata. As estacdes foram georreferenciadas por
Global Position System (GPS) e, em cada regido, foram registradas varidveis abioticas: pH,
temperatura, solidos totais dissolvidos (STD), oxigénio dissolvido (OD) e condutividade. Os dados
biométricos foram medidos em campo. Para tanto, as ldminas com esfregacos de sangue foram
deixadas em temperatura ambiente por 2 horas para secagem e, em seguida, fixadas em etanol
absoluto por 30 minutos. Depois de secas, foram coradas em corante Giemsa. Para a quantificacao
dos eritrocitos, foram utilizadas 2.000 células. Foram identificadas alteracbes morfoldgicas
nucleares (AMN) nas duas espécies amostradas para os dois pontos de coleta. Dentre as AMN
encontradas, destacam-se os nucleos binucleados (NB) e os nucleos vacuolizados (NV). Os
micronucleos (MN) também foram encontrados em ambas as espécies, porém, em L. fasciatus, as
frequéncias de MN e AMN foram maiores em relacdo a H. pusarum. Provavelmente, o cascudo (/.
pusarum), por ser considerado uma espécie bentbnica e resistente as condi¢cbes ambientais,
apresentou uma frequéncia menor de alteracdes genotoxicas em relacdo ao L. fasciatus, espécie
que apresenta habito migratdrio e é sensivel as variaveis ambientais. Além disso, as frequéncias de
MN e AMN néo foram significativas para indicativo de possiveis impactos ambientais nas duas
areas amostradas. Os dados apresentados mostram que as metodologias baseadas em
biomarcadores em espécies residentes podem ser utilizadas em futuros programas de
biomonitoramento e gestdo do parque.

Palavras-chave: monitoramento ambiental, micronticleos, parques nacionais, piau cabega-gorda
(Leporinus fasciatus), cascudo (Hypostomus pusarum).

GENOTOXIC CHANGES AS BIOMARKERS IN FISH OF A PROTECTED AREA OF SOUTH OF MARANHAO

Abstract - This study aimed to use genotoxic biomarkers to evaluate environmental impacts in fish
from the Chapada das Mesas Nacional Park (CMNP). Leporinus fasciatus (piau cabega-gorda) and
Hypostomus pusarum (cascudo) were collected in two waterfalls of CMNP: S&o Roméo and Prata
Waterfalls. The stations were georeferenced by GPS (Global Position System) and abiotic
variables were collected in every region: pH, temperature, total dissolved solids (TDS), dissolved
oxygen (DO) and conductivity. Biometric data were measured in the field. To this end, blood
smear slides were left at room temperature for 2 hours for drying and then fixed in absolute ethanol
for 30 minutes. After drying, the slides were stained with Giemsa dye. Two thousand dells were
used for the quantification of erythrocytes. Nuclear morphological changes (NMA) were identified
in the two sampled species for the two collection points. Among the NMA’s found are:
binucleated nucleus (BN) and vacuolated nucleus (VC); micronucleus (MN) were also found in
both species, although the frequency of MN and AMN in L. fasciatus was higher in relation to
Hypostmus sp. Probably, the cascudo (H. pusarum), considered a benthic species and resistant
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to environmental conditions, presented a lower frequency of genotoxic alterations in relation to
the L. fasciatus, which a species that presents a migratory habit and is sensitive to
environmental variables. Also, the frequency of MN and AMN were not significant to indicate
possible environmental impacts in the two areas sampled. Thus, the data presented show that the
metodology based in biomarkers and resident species can be used for future biomonitoring and
management of the park.

Key-words: environmental monitoring, micronuclei, national parks, piau cabega-gorda (Leporinus
fasciatus), cascudo (Hypostomus pusarum).
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INTRODUCAO

Com o aumento da exploragdo ecoturistica no sul do Maranhdo e a interven¢ao humana no
Parque Nacional da Chapada das Mesas (PNCM), diversas modificagcdes t€ém ocorrido em sua
dinamica, sendo os impactos antrépicos nos corpos aquaticos um dos pontos mais preocupantes.
Nesse contexto, pesquisas relacionadas a gestao e ao biomonitoramento dos ecossistemas aquaticos
do PNCM sdo de extrema relevancia para auxiliar nos processos de tomada de decisdo da
comunidade local e dos gestores responsaveis pela estruturagdo e implementacdo do plano de
manejo dessa area protegida.

Todavia, ainda sdo inexistentes estudos sobre a ictiofauna do sul do Maranhdo, bem como
apoio financeiro as investigacdes cientificas relacionadas ao aprofundamento das discussdes sobre a
qualidade ambiental do PNCM, especialmente sobre os efeitos da biota da regido, a fim de subsidiar
programas de biomonitoramento e gestdo ambiental exigidos pela Lei n° 9.985, de 18 de julho de
2000, que define o Sistema Nacional de Unidades de Conservagao (Brasil, 2000).

Os corpos aquaticos recebem uma infinidade de efluentes, contaminantes e misturas
quimicas complexas (Barkhordar, Valizadeh, Bagheri, Taherimirghaed & Hedayati, 2013) que
interagem constantemente com os organismos que residem nesses ambientes. Nesse contexto, os
testes de genotoxicidade sdo indispensaveis para estudos de biomonitoramento, pois avaliam o grau
dos impactos e as respostas bioldgicas nos organismos aquaticos (WHO, 1993; Carvalho-Neta et al.,
2015; Pinheiro-Sousa, 2015).

A hematologia, estudo das células sanguineas, ¢ um importante indicador de qualidade
ambiental por refletir o estado de satide dos peixes (Singh & Srivastava, 2010). Tal metodologia
auxilia no diagnodstico e prognéstico de condi¢des de morbidade em populagdes de peixes. A
medida que os individuos sdo expostos a substancias toxicas, alguns parametros biologicos podem
ser alterados (Adhikari, Sarkar, Chatterjee, Mahapatra & Ayyappan, 2004; Franca, Ranzani-Paiva,
Lombardi, Carvalho & Seriani, 2007; Barkhordar, Valizadeh, Bagheri, Taherimirghaed & Hedayati,
et al., 2013), tais como as células sanguineas.

O material genético de células eucaridticas das espécies icticas também pode ser alterado
mediante exposicdo a substincias quimicas dissolvidas na &4gua, resultando na formagdo de
micronucleos (MN), os quais podem ser utilizados como biomarcadores para avaliar o grau de
contaminacdo no meio ambiente (Silva, Canova, Guimaraes & Adam, 2008). Os MN sao
provenientes de fragmentos cromossomicos resultantes de quebras que nao sdo incorporados ao

nucleo principal das células filhas apds a mitose em decorréncia de danos introduzidos nas células
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parentais (Galvan, 2011).

Nesse contexto, faz-se necessario o desenvolvimento e a padronizacdo de metodologias
capazes de predizer os efeitos dos possiveis impactos nos organismos aquaticos no PNCM. Entre
essas metodologias, o uso de alteragdes genotoxicas em peixes ¢ particularmente importante porque
mostra respostas biologicas iniciais, podendo ser util para subsidiar acdes de monitoramento ¢ de
gestdo ambiental (Pinheiro-Sousa, 2015). Para tanto, tal método pode ser considerado como um
excelente biomarcador, que sdo respostas bioldgicas ao estresse provocado pelos poluentes e/ou
estressores fisicos e podem ser utilizadas para identificar sinais iniciais de danos nos organismos
aquaticos (Hinton et al., 1992).

Dessa forma, a geragdo dos dados sobre genotoxicidade pode ser uma ferramenta eficaz para
a atuacdo dos 6rgdos ambientais estaduais e federais no que diz respeito a politicas de manejo e
monitoramento em dareas distintas no PNCM. Assim, o presente trabalho visa utilizar pardmetros
genotdxicos como biomarcadores em espécies de peixe dulcicolas (L. fasciatus e H. pusarum) a fim
de avaliar a qualidade ambiental de pontos distintos no PNCM e subsidiar programas de

biomonitoramento na regio.

MATERIAL E METODOS

DETERMINAGAO DE LICENGA E DECLARAGCAO DO COMITE DE ETICA

A coleta dos peixes foi realizada por meio da autorizacdo de pesquisa do Instituto Chico
Mendes de Conservacao da Biodiversidade (ICMBio — SISBIO, 50232-2/2017). O protocolo do
Comité de Etica foi aprovado pela Universidade Estadual do Maranhdo (UEMA 13/2017 CRMV-
MA) mediante a Comissio de Etica ¢ Experimentagio Animal (CEEA).

AREA DE ESTUDO
O PNCM (Figura 1) ¢ uma Unidade de Conservagao (UC) que esta inserida no sul do Estado

do Maranhao, entre os municipios de Riachdo, Estreito e Carolina (Brasil, 2005).
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Figura 1. Mapa da localizacdo do Parque Nacional da Chapada das Mesas (MA). Pontos de
amostragem: CSR) Cachoeira de Sdo Romao; CP) Cachoeira da Prata.

O territorio dessa UC situa-se na bacia do rio Tocantins e possui destaque pelo rio Farinha,
com duas grandes cachoeiras chamadas Sao Romao e Prata; além disso, esse rio ¢ um afluente da
margem esquerda do rio Tocantins, 0 que garante uma importancia significativa para a regido
central do Pais (Marques, 2012). A cor das 4guas possui tonalidades diferenciadas: a agua corre por
areias que variam do vermelho-escuro, passando pelo amarelo-alaranjado até quase brancas
(Marques, 2012). A regido possui uma hidrografia muito rica: além do rio Farinha, existem outros
como o Corrente, o Itapecuru, o Lajinha e o Urupuchete (Ibama, 2007). O clima se caracteriza por
tropical imido, com duas estagdes bem definidas: verao (maio a outubro) e inverno (novembro a
abril); de julho a setembro, devido aos focos de incéndios, a seca ¢ mais rigorosa (Ibama, 2007). As
temperaturas variam: 26,1°C ¢ a média anual, com minimas de 25,2°C em janeiro e 27,8°C no més

de setembro e maximas de 36°C em julho e agosto (Ibama, 2007).

DETERMINACAO DAS AREAS AMOSTRAIS NO PARQUE NACIONAL DA CHAPADA DAS MESAS E COLETA

DOS PEIXES

No total, 57 peixes foram amostrados no PNCM nas seguintes cachoeiras: de Sio Romao (n
= 23) e da Prata (n = 34). As estacdes foram georreferenciadas por Global Positioning System

(GPS). Em todas as areas de coleta dos peixes, foram registrados os dados das seguintes varidveis
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abidticas: pH, temperatura, oxigénio dissolvido (OD), condutividade e soélidos totais dissolvidos
(STD).

Os peixes foram capturados no periodo chuvoso (margo de 2017) e no periodo de estiagem
(junho e novembro de 2017), com redes fixas de espera na montante e na jusante das cachoeiras. Os
géneros selecionados para analise dos biomarcadores foram o L. fasciatus e Hypostomus pusarum A
selegdo das espécies estd relacionada aos seus habitos e a sua frequéncia ao longo de todos os anos

nos rios e nas cachoeiras do PNCM.

ANALISES GENOTOXICAS E REGISTRO DE DADOS BIOMETRICOS DOS PEIXES

Exemplares de L. fasciatus e H. pusarum foram amostrados, transferidos para uma cuba
plastica com agua e, posteriormente, anestesiados com eugenol 150 mg/L por 5 minutos. Em
seguida, para as andlises genotoxicas, coletou-se parte do sangue pelos vasos sanguineos das
branquias com o auxilio de seringas heparinizadas. Uma gota de sangue de cada exemplar
amostrado foi distribuida em uma lamina microscopica para a realizagdo do esfregaco.
Posteriormente, as laminas foram deixadas em temperatura ambiente por 24 horas para secagem e
depois fixadas em etanol absoluto por 30 minutos. Depois de secas, as laminas foram coradas em
Giemsa 10% diluida em tampao fosfato e pH 6,8 para a visualizagdo no microscopio. A leitura das
laminas foi realizada em microscopio Optico e as alteragdes encontradas foram fotomicrografadas
em fotomicroscopio LEICA DM500.

O teste do MN com colora¢do Giemsa em eritrocitos foi realizado de acordo com Dittmar,
Luna e Caetano Filho (2010) e Polard et al. (2011) para a determinagdo da frequéncia de MN e de
alteragdes morfologicas nucleares (AMN). Além dos MN, as AMN nos eritrécitos também foram
classificadas como indicativos de genotoxicidade de acordo com Ayllon & Garcia-Vazquez (2001)
e Galvan (2011). Para a quantificacao e analise dos eritrocitos, foram analisadas 2.000 células para
cada lamina confeccionada.

Posteriormente, para cada exemplar de peixe, foram registrados os dados biométricos, tais
como comprimento total (CT), comprimento padrdo (CP) e comprimento furcal (CF), em

centimetros, e peso total (PT), em gramas.

DETERMINACAO DO TRATAMENTO ESTATISTICO DOS DADOS

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade, ¢ as médias dos resultados
obtidos foram comparadas entre si por meio de teste ¢ de Student. Para a localizacao das diferengas
entre as médias obtidas para os dois locais de coleta e os dados biométricos, foi utilizado o teste de

comparag¢des multiplas (p <0, 05).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

DETERMINACAO DE PARAMETROS AMBIENTAIS EM CACHOEIRAS DO PARQUE NACIONAL DA CHAPADA
DAS MESAS

Os valores médios das varidveis abidticas registradas no PNCM durante todo o periodo
amostrado (chuvoso e de estiagem) foram medidos e estao indicados na Tabela 1. As temperaturas
mantiveram-se praticamente constantes nas duas areas durante as coletas no periodo chuvoso e de

estiagem.

Tabela 1. Parametros ambientais aferidos nas cachoeiras de Sao Romao e da Prata, no Parque
Nacional da Chapada das Mesas (MA).

Parametros Cachoeira de Sao Cachoeira da Prata Valores recomendados
Romao

Chuvoso Estiagem Chuvoso Estiagem

0, dissolvido 8,0 8,1 8,0 8,1 >5 mg/Lb
(ppm)* .
pH* 7,8 8,9 7,0 8,5 6,5-8,0
Temperatura (°C)* 28,8 29,1 28,9 29 28-32°C°
Condutividade 30,5 32,6 30,1 32,9 -
Solidos totais 29,6 20,1 29,8 20,8 500 mg/L
dissolvidos

“média; "Resolucio n® 357, do CONAMA, de 17 de marco de 2005; e Resolugio n® 430, do CONAMA, de 13 de maio
de 2011.

Esses dados indicam que todos os parametros fisico-quimicos das cachoeiras do PNCM
estdio em conformidade com os valores aceitos pelo Conselho Nacional de Meio Ambiente
(CONAMA). A Resolugdo n® 430 do CONAMA, de 17 de maio de 2011, que complementa e
altera a Resolucdo n°® 357/2005, de 17 de marco de 2005, apresenta valores especificos que
classificam os corpos de agua doce (Iénticos e loticos) e mostra que, abaixo dos niveis
recomendados, esses valores podem causar alteragdes adaptativas na morfologia dos eritrocitos das
espécies bioindicadoras (tais como 0s peixes) e, consequentemente, uma diminui¢do nos valores de

hematocritos (Brasil, 2005; 2011; Oba, Mariano & Santos, 2009).

BIOMETRIA DAS ESPECIES
Leporinus fasciatus
Os resultados da analise estatistica dos dados biométricos de L. fasciatus (piau cabega-

gorda), nas cachoeiras de S3o Romao e da Prata, podem ser observados na Tabela 2.

19



Aguiar et al. Rev. Bras. Eng. Pesca 11(1): 13-28, 2017 Artigo

Tabela 2. Dados biométricos de Leporinus fasciatus coletados nas cachoeiras de S0 Romao e da
Prata, no Parque Nacional da Chapada das Mesas (MA), nos periodos chuvoso e de

estiagem.
MédiatDesvio padrio
Parametros
Cachoeira de Sao Roméio Cachoeira da Prata
Chuvoso Estiagem Chuvoso Estiagem

CT (cm) 13,87+ 1,55* 11,99 + 1,74 18,23 £1,12* 11,72 £2,00*
CF (cm) 14,74 £ 1,55 10,62 + 1,65* 16,60 + 8,40* 11,52+ 1,70
CP (cm) 12,35+2,49 9,53+ 1,39 15,30 + 0,34 10,64 + 1,66

PT (g) 15,12 £ 9,66* 17,15 +10,66* 51,33 £28,58* 18,75+ 11,61*

*Indica uma diferenga estatistica (p < 0,05). Total de individuos amostrados: 25. Niimero de espécies na Cachoeira de
Sdo Romao: 10. Numero de espécies na Cachoeira da Prata: 15. Dados biométricos: CT: comprimento total; CF:
comprimento furcal; CP: comprimento padrio; e PT: peso total.

Os dados biométricos submetidos ao teste de normalidade para L. fasciatus mostraram que
houve uma diferenca estatistica em relagdo a biometria dos tdxons durante os periodos de
amostragem (estiagem e chuvoso). Porém, a biometria foi maior para o periodo chuvoso em relacao
ao de estiagem.

As fémeas de L. fasciatus normalmente sao maiores que os machos (Sato, Cardoso, Godinho
& Godinho, 71996), e, espécimes de piau cabeca-gorda apresentam desova total e a sua época
reprodutiva ocorre normalmente nos meses de dezembro a marco (Tavares & Godinho, 1994).
Provavelmente, as capturas no periodo de estiagem (junho a novembro) trouxeram a amostragem

individuos menores nas cachoeiras de Sdo Romao e da Prata.

Hypostomus pusarum
Os resultados da andlise estatistica dos dados biométricos de H. pusarum, nas cachoeiras de

Sao Romao e da Prata, podem ser observados na Tabela 3.

Tabela 3. Dados biométricos de Hypostomus pusarum coletados nas cachoeiras de Sao Romao e da
Prata no Parque Nacional da Chapada das Mesas (MA), nos periodos chuvoso e de

estiagem.
MédiatDesvio padriao
Parametros
Cachoeira de Sao Romao Cachoeira da Prata
Chuvoso Estiagem Chuvoso Estiagem
CT (cm) 15,17 £ 0,77 22,95 +4,63* 14,20 £+ 6,42 25,75+ 5,63*
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CF (cm) 14,10+ 0,01* 19,65 £ 2,77 12,83 +£5,39* 20,36 £3,74
CP (cm) 13,05+ 0,35 18,00 + 1,70* 11,76 £ 4,57 19,49 = 1,50*
PT (g) 26,00 + 2,82* 32,00 £ 28,28* 13,66 + 12,66* 90,13 +23,81*

*Indica uma diferenca estatistica (p < 0,05). Total de individuos amostrados: 32. Numero de espécies na Cachoeira de
Sdo Romado: 13. Numero de espécies na Cachoeira da Prata: 19. Dados biométricos: CT: comprimento total; CF:
comprimento furcal; CP: comprimento padrio; e PT: peso total.

Os dados biométricos submetidos ao teste de normalidade para H. pusarum indicaram que
existe uma diferenca significativa entre os tratamentos para a cachoeira de S3o Romao e a da Prata.
Contudo, taxons de H. pusarum capturados no periodo de estiagem apresentaram valores maiores
de CT e PT para as duas areas de amostragem.

Além disso, os dados de biometria foram maiores para o cascudo em relagdo ao piau cabega-
gorda. Representantes da familia Locaridae possuem desova parcelada, o que proporciona
vantagem as espécies por reduzir a competicdo intraespecifica entre elas (Nikolski, 1969;
Agostinho et al., 1990). Dessa forma, ¢ provavel que o cascudo tenha sido capturado em todos os
ciclos reprodutivos para os pontos de amostragem do PNCM, o que conferiu uma biometria maior
em relacdo ao piau cabega-gorda. Com isso, € possivel explicar a variagdo do CT e do PT entre os
diferentes periodos de amostragem (épocas de estiagem e chuvosa). Como o L. fasciatus possui
habito migratério ao longo do rio Farinha, provavelmente ndo foram observados individuos

maiores (em periodo reprodutivo) nas cachoeiras de Sio Romao e da Prata.

BIOMARCADORES GENOTOXICOS EM PEIXES DO PARQUE NACIONAL DA CHAPADA DAS MESAS

Micronucleo e alteracdes morfologicas nucleares em Leporinus Fasciatus € Hypostomus Pusarum

A Tabela 4 mostra a incidéncia de MN e AMN nos eritrdcitos de L. fasciatus e H. pusarum

coletados nos diferentes pontos de amostragem no PNCM.

Tabela 4. Quantitativo de micronucleos e alteragdes morfologicas nucleares em Leporinus fasciatus
e Hypostomus pusarum do Parque Nacional da Chapada das Mesas (MA).

Chuvosa
Cachoeira de Sao Romao Cachoeira da Prata
Taxons N MN NV NB NE MN NV NB
Leporinus SP. 15 8 10 15 2 12 0 0
Hypostomus sp. 10 4 1 5 0 2 0 7

Estiagem
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Cachoeira de Sio Romio Cachoeira da Prata
Téaxons N MN NV NB NE MN NV NB
Leporinus sp. 10 4 0 45 36 22 4 52
Hypostomus sp. 22 4 4 26 10 12 0 0

n: total de individuos amostrados; MN: microntcleo; NV: nucleos vacuolizados; NB: ntcleos binucleados; NE: nucleos
entalhados.

Os chamados agentes genotdxicos apresentam potencial que pode causar danos ao material
genético dos organismos, como rupturas na cadeia do DNA, alteracdes nos nucleotideos e
mutagoes (Frenzilli et al., 2004). O teste do MN tem sido uma ferramenta de biomonitoramento
bastante utilizada para a analise do aumento da frequéncia de células micronucleadas; com isso, ¢
possivel verificar a qualidade das aguas para as populagdes ali existentes e ajudar na prevengao de
doengas causadas por essas alteragdes (Rivero, 2007). A incidéncia de MN apresentou-se baixa em
relacdo a AMN nos periodos de amostragem, indicando que o ambiente ainda ndo apresenta risco
significativo para a saude das espécies. Os MN derivam de fragmentos cromossdmicos ou quando
na divisdo celular ocorre falha na anafase durante a migracdo, permitindo que cromossomos
fiquem soltos (Fenech et al., 1999). Contudo, as alteragdes genotoxicas encontradas foram
maiores para o piau cabega-gorda (L. fasciatus) em relacdo ao cascudo (H. pusarum),
especialmente na época de estiagem.

De acordo com a bioecologia dos taxons, o cascudo apresenta habito dermesal/bentonico e,
provavelmente, ¢ mais resistente as condi¢cdes ambientais e, consequentemente, aos possiveis
impactos ambientais do PNCM em relagdo ao piau cabega-gorda. Esses dados sdo importantes e
destacam o cascudo como uma espécie bioindicadora mais apropriada para estudos de
biomarcadores no PNCM.

A Figura 2 mostra uma fotomicrografia das alteragdes encontradas em L. fasciatus e H.
pusarum para as duas dreas amostradas em pontos distintos no PNCM. Foram encontradas

alteracdes do tipo: MN, nucleos vacuolizados (NV) e ntcleos binucleados (NB).
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Figura 2. Fotomicrografia dos eritrocitos de L. fasciatus e H. pusarum coletados no Parque
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Nacional da Chapada das Mesas (MA). (A) Detalhe dos eritrocitos mostrando células
normais (seta); (B) detalhe dos eritrocitos mostrando célula com nucleo binuclear (seta)

e micronucleo (seta); (C) detalhe dos eritrocitos mostrando nucleos vacuolizados
(setas). Giemsa X 1000.

O material genético de células eucaridticas das espécies icticas também pode ser alterado
mediante exposi¢do a substancias quimicas dissolvidas na agua, resultando na formacao de MN, os
quais podem ser utilizados como biomarcadores para avaliar o grau de contaminagdo no meio
ambiente (Silva, Canova, Guimardes & Adam, 2008; Mazzeo & Marin-Morales, 2015). Os
micronucleos sdo provenientes de fragmentos cromossdmicos resultantes de quebras que ndo sdo
incorporados ao nucleo principal das células filhas apos a mitose em decorréncia de danos
introduzidos nas células parentais (Galvan, 2011).

O teste do MN tem a fungdo de detectar alteragdes cromossdmicas estruturais e numeéricas,
fase importante que ajuda no estudo de substancias mutagénicas (Heddle et al., 1983). Embora os
estudos realizados com MN tenham sido mais empregados em mamiferos, nos ambientes aquaticos
eles permitem a observacao da existéncia de propriedades genotoxicas em substincias presentes no
ambiente (Udroiu, 2006; Pinheiro-Sousa, 2015).

As diversas alteragdes genotoxicas encontradas nas células sanguineas de organismos
aquaticos, tais como os peixes, podem indicar um estado fisioldgico e bioquimico comprometido
(Adedeji, Adeyemo & Agbede, 2009). Contudo, apesar da ocorréncia de MN e AMN nos peixes
(piau cabega-gorda e cascudo) amostrados nas cachoeiras de Sio Romao e da Prata, foi possivel
compreender que a quantidade de alteracdes ndo foi elevada em comparagdo aos valores
encontrados para outras UC do Estado do Maranhdo (Pinheiro-Sousa, Almeida & Carvalho Neta,
2013; Carvalho-Neta et al., 2015; Pinheiro-Sousa, 2015). Dessa forma, apesar da baixa frequéncia
de AMN e MN, sugere-se que as cachoeiras de S0 Romao e da Prata ainda ndo sofrem com fontes
pontuais de poluigao.

Além disso, na maioria das laminas analisadas, foram encontradas células do sistema de
defesa, tais como os linfocitos, eosindfilos e mondcitos (Figura 3). Os leucécitos sao células de
defesa e seu grupo corresponde aos neutréfilos, aos eosindfilos e aos basoéfilos, a diferenciacao
ocorre morfologicamente com base na granulagdo — sdo utilizados para realizar monitoramento de

infecgdes ou agressoes nos tecidos (Satake, Padua & Ishikawa, 2009).
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Figura 3. Fotomicrografia dos eritrocitos de L. fasciatus e H. pusarum coletados no Parque
Nacional da Chapada das Mesas (MA). (A) Detalhe dos eritrocitos mostrando células do
tipo linfocitos (seta); (B) detalhe dos eritrocitos mostrando células do tipo eosinofilos
(seta); (C) Detalhe dos eritrocitos mostrando czélulas do tipo mondcitos (seta). Giemsa X
1000.

Os linf6citos apresentam tamanho variado e sdo células arredondadas, em sua maioria, assim
como o seu nucleo, que possui cromatina densa. Sua proje¢do citoplasmatica ajuda a diferencid-los
dos trombdcitos nas vias sanguineas (Matos & Matos, 1995). Em contrapartida, os monoécitos sao
células grandes, maiores que os linfocitos, com citoplasma basofilico, formato esférico com
irregularidades, ntcleo pequeno com cromatina densa com auséncia de nucléolo e chamados de
células em transito no sangue periférico (Tavares-Dias & Moraes, 2004; Thrall et al., 2007).
Ademais, os mondécitos possuem atividade fagocitaria e ocorrem quando hé reagdo inflamatoria,
consistindo em uma resposta imunoldgica que aumenta a sua importancia para os mecanismos de
defesa, além de possuirem habilidade citotdxica, ou seja, conseguirem alterar o metabolismo
celular; com isso, podem acelerar a atividade fagocitica de antigenos bacterianos (Thrall et al.,
2007).

Os eosindfilos s3o menores e apresentam tamanhos diversos que dependem do tamanho dos
granulos no citoplasma e da quantidade; o citoplasma € rico em granulos mais grosseiros — com
cor rosa-alaranjado torna-se mais facil sua identificacdo; o nucleo ¢ arredondado com cromatina
compactada (Ranzani-Paiva & Silva-Souza, 2004). Sdo células mais presentes nos tecidos
hematopoiético, mesentérico, submucosa intestinal, liquido peritoneal e branquias (Tavares-Dias,
Melo, Moraes & Moraes, 2002). Esses dados indicam que, provavelmente, o grau de estresse do
piau cabeca-gorda e do cascudo ¢ baixo, devido a ocorréncia de células de defesa no tecido
sanguineo das espécies estudadas.

Dessa forma, a avaliagdo da hematologia ¢ uma ferramenta importante para o entendimento
da sanidade dos peixes e dos recursos naturais disponiveis no PNCM. Para L. fasciatus e H.
pusarum, esses resultados devem ser complementados por uma andlise quimica (parametros

organicos e inorganicos) das cachoeiras de Sa3o Romao e da Prata para avaliar o grau de impacto
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que essa regido vem sofrendo ao longo do processo de expansdo ecoturistica e de possiveis

empreendimentos de influéncia direta e indireta no parque.
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