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Resumo: A interacdo dos organismos com o seu meio reflete o equilibrio ecossistémico. Nesse contexto, 0s peixes
sdo considerados sentinelas dos ecossistemas aquaticos, uma vez que sdo mais vulneraveis a exposicao aos estressores
ambientais, atuando como biomarcadores adequados para as analises dos efeitos toxicos de substdncias que se
encontram em concentragdes muito baixas no ambiente. Concomitantemente a expansdo demografica de seres
humanos, observa-se o agravamento dos impactos ambientais em ecossistemas terrestres e aquaticos. Evidencia-se,
portanto, a necessidade de implementag@o de programas de monitoramento ambiental a fim de incrementar o potencial
conservacionista da biodiversidade e dos ecossistemas. O presente estudo teve como objetivo avaliar diferentes
técnicas de coloragdo de esfregago sanguineo, com corante Giemsa, de tilapias-do-nilo (Oreochromis niloticus)
comercializadas em feira livre do municipio de Campina Grande, para determinag¢do do potencial de genotoxicidade
através do teste do micronticleo pisceo. Foram adquiridos quatro espécimes de tilapias-do-nilo para a coleta de
amostras de sangue, transportados em recipientes com agua do tanque original de armazenamento para o Laboratdrio
de Anatomia Veterinaria da Faculdade Reboucas de Campina Grande (FRCG). As amostras foram coletadas por
venopuncdo da veia vertebral caudal, utilizando a abordagem lateral, e armazenadas em microtubos de coleta estéreis
com heparina sodica, sendo entdo encaminhadas ao Laboratério de Microbiologia da instituicdo para confec¢ao dos
esfregacos sanguineos. As laminas foram submetidas a trés técnicas distintas com quatros repeti¢cdes, denominadas
(T1, T2 e T3), diferindo quanto ao tempo de imersdo e a solugdo de corante Giemsa utilizada. Para avaliacdo dos
esfregacos sanguineos, foram considerados os aspectos macro e microscopicos, apontando a técnica T3 como a mais
efetiva para visualizacdo e diferenciagdo dos componentes sanguineos. Para avaliagdo dos componentes celulares, foi
empregada a analise quantitativa de macrolesdes no genoma, a qual permitiu a identificagdo do potencial de
genotoxicidade na regido, indicada pela presenga de células micronucleadas e alteragdes morfoldgicas nucleares. Os
resultados demonstram a necessidade investigagdo e aplicagdo de medidas de controle para mitigagdo da
contaminagdo dos reservatorios de agua doce do municipio de Campina Grande.
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1. INTRODUCAO

A interacdao dos organismos com o seu meio reflete o equilibrio ecossistémico, permitindo que a
sanidade do ecossistema seja mensurada por meio da sanidade dos organismos que ali habitam.
Dessa forma, os peixes sao considerados sentinelas dos ecossistemas aquaticos, uma vez que sao
mais vulnerdveis a exposi¢do aos estressores ambientais, atuando como biomarcadores
adequados para as analises dos efeitos toxicos de substdncias que se encontram em
concentragdes muito baixas no ambiente [1]. Concomitantemente a expansdo demografica de
seres humanos, observa-se o agravamento dos impactos ambientais em ecossistemas terrestres e
aquaticos. Evidencia-se, portanto, a necessidade de implementacio de programas de
monitoramento ambiental mais eficazes, a partir da avaliagdo dos sistemas bidticos e/ou
abidticos associados as analises fisicas, quimicas e gendmicas, com o objetivo de incrementar o
potencial conservacionista da biodiversidade e dos ecossistemas [1]. Nessa perspectiva, o
presente estudo teve como objetivo avaliar diferentes técnicas de coloracdo de esfregaco
sanguineo, com corante Giemsa, de tilapias-do-nilo (Oreochromis niloticus) comercializadas em
feira livre do municipio de Campina Grande, para determinagdo do potencial de genotoxicidade
através do teste do microntucleo pisceo.

2. METODOLOGIA

Foram adquiridos quatro espécimes de tilapias-do-nilo para a coleta de amostras de sangue,
transportados em recipientes com agua do tanque original de armazenamento para o Laboratorio
de Anatomia Veterinaria da Faculdade Reboucas de Campina Grande (FRCG). As amostras
foram coletadas por venopungdo da veia vertebral caudal, utilizando a abordagem lateral, e
armazenadas em microtubos de coleta estéreis com heparina soédica [2], sendo entdo
encaminhadas ao Laboratorio de Microbiologia da instituicdo para confec¢do dos esfregagos
sanguineos. As laminas foram submetidas a trés técnicas distintas de coloragdo com quatros
repeticoes, denominadas (T1, T2 e T3). Foi utilizado o corante Giemsa (azur II e eosinato de
azur), empregado em extensdes sanguineas de peixes para a pesquisa de hemoparasitas e
quantificagdo de micronucleo [4]. Em T1, cada lamina foi imersa em metanol por 30 segundos,
sendo submetida ao escoamento vertical durante 2 minutos e, em seguida, a imersdo em corante
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Giemsa por 3 minutos. Em T2, o tempo de imersdo em metanol foi de 2 minutos, sucedida pelo
escoamento vertical durante 2 minutos e, em seguida, imersdo em corante Giemsa por 10 minutos
[3]. Finalmente, em T3, a imersdo em metanol ocorreu em um periodo de 3 minutos, sucedida
pelo escoamento vertical durante 2 minutos e, em seguida, imersao em solu¢do homogénea de 9
mL de 4gua destilada e 1 mL de corante Giemsa por 20 minutos, preparada previamente. Ao final
desses procedimentos, as laminas foram lavadas em 4gua corrente, secadas em temperatura
ambiente na posi¢do vertical e encaminhadas para avaliacdo em microscopia Optica. As laminas
foram avaliadas com base em seu aspecto macroscopico € microscopico pos-coloragdo. Para
avaliagdo dos componentes celulares, foi empregada a analise quantitativa de macrolesdes no
genoma, que se baseia na contabilizagdo do nuimero de células micronucleadas, onde a
quantidade de células apresentando microntcleos em relagdo as células normais pode estimar o
nivel do impacto decorrente do agente perturbador.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao final do preparo das laminas e avaliagdo em microscopia Optica, observou-se que a técnica T3
foi mais efetiva, permitindo a visualizagdo e diferenciacdo dos componentes celulares
sanguineos. Macroscopicamente, os esfregacos sanguineos confeccionados com essa técnica
apresentaram-se na cor roxo mate uniforme; enquanto que, no aspecto microscopico, 0s
eritrocitos apresentaram-se azulados, com delimitacao clara entre citoplasma e nucleo (Figura 1),
indicando o aspecto desejado para uma boa coloragdo. Infere-se, portanto, a influéncia da solucao
utilizada e do tempo de imersdao na qualidade final da coloracdo do esfregago sanguineo. A
avaliagdo dos componentes celulares demonstrou a presenca de células micronucleadas e com
alteragdes morfoldgicas nucleares. O eritrdcito maduro normal de um peixe apresenta forma oval
a elipsoide, com citoplasma eosinofilico palido e abundante, nticleo oval a elipsoide posicionado
de forma central e cromatina nuclear densamente agregada, corando-se em roxo-escuro [2]. Por
sua vez, o micronicleo ¢ uma estrutura de facil diferenciagdo do eritrocito normal,
apresentando-se no citoplasma como uma pequena por¢ao de cromatina, de formato arredondado,
resultante de algum dano ou instabilidade genomica decorrente de fatores quimicos, fisicos ou
biologicos. A presenca de células micronucleadas caracteriza-se como um dos marcadores
genéticos mais eficientes para avaliagdo do potencial de genotoxicidade [1].
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Figura 1. Fotomicrografia de eritrécitos de Oreochromis niloticus. Aumento de 40x.
4. CONSIDERACOES FINAIS

Nessa perspectiva, o achado de células micronucleadas nos eritrécitos dos animais avaliados
demonstraram um nivel de impacto genotoxico no municipio de Campina Grande- PB,
evidenciando a necessidade de tomada de agdes para investigar e mitigar a contaminagdo dos
reservatorios de 4gua doce nessa localidade.
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