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RESUMO

O tambaqui (Colossoma macropomum), espécie nativa mais cultivada, possui um alto valor
comercial e facil manejo em cativeiro, sendo objeto de diversos estudos. Alguns problemas,
no entanto, podem afetar diretamente sua criagdo como contaminag¢des por parasitas e
fungos. Investigar como o parasitismo afeta o tambaqui pode auxiliar na compreensao de
respostas fisioldgicas e citogenéticas para outras espécies de peixes. Dessa forma, a presente
pesquisa teve como objetivo analisar parametros hematologicos de exemplares de C.
macropomum parasitados e nao parasitados por Neoechinorhynchus buttnerae e fungos,
correlacionando os resultados com dados citogenéticos e anormalidades nucleares dos
grupos. Em linhas gerais, os procedimentos praticos foram: (i) analises fisioldgicas referente
aos parametros respiratorios (hematdcritos, hemoglobina, eritrécitos e metahemoglobina) e
niveis de estresse (concentragdo de glicose); (ii) detecgdo de heterocromatina (banda C); (iii)
mapeamento de elementos transponiveis Rex e (iv) avaliagdo de anormalidades nucleares
eritrociticas. Os resultados obtidos demonstraram desenvolvimento de anemia leve nos
espécimes parasitados por N. buttnerae e anemia grave quando parasitados por fungos, além
de diferengas significativas nos niveis de glicose, que tendem a reduzir quando parasitados.
Nao foram observadas alteragbes cromossdmicas e anormalidades nucleares significativas,
demonstrando que os tipos de parasitismo avaliados ndo causam alteragdes no padrdo dos
marcadores utilizados, necessitando de um acompanhamento mais longo do parasitismo
visando confirmar essa afirmacao. Conclui-se, portanto, que os efeitos do parasitismo alteram,
a curto prazo, parametros fisioldgicos do tambaqui, demonstrando sua plasticidade fenotipica
para os cenarios testados.

Palavras-chave: Tambaqui, parametros hematoldgicos, glicose, anormalidades nucleares,
citogendmica.



ABSTRACT

The tambaqui (Colossoma macropomum), the most cultivated native species, has a high
commercial value and is easy to manage in captivity, being the subject of several studies.
Some problems, however, can directly affect your breeding, such as contamination by
parasites and fungi. Investigating how parasitism affects tambaqui can help in understanding
physiological and cytogenetic responses for other fish species. Therefore, the present research
aimed to analyze hematological parameters of specimens of C. macropomum parasitized and
not parasitized by Neoechinorhynchus buttnerae and fungi, correlating the results with
cytogenetic data and nuclear abnormalities of the groups. In general terms, the practical
procedures were: (i) physiological analyzes regarding respiratory parameters (hematocrit,
hemoglobin, erythrocytes and methemoglobin) and stress levels (glucose concentration); (ii)
detection of heterochromatin (band C); (iii) mapping of Rex transposable elements and (iv)
assessment of erythrocytic nuclear abnormalities. The results obtained demonstrated the
development of mild anemia in specimens parasitized by N. buttnerae and severe anemia
when parasitized by fungi, in addition to significant differences in glucose levels, which tend to
reduce when parasitized. No significant chromosomal changes or nuclear abnormalities were
observed, demonstrating that the types of parasitism evaluated do not cause changes in the
pattern of markers used, requiring longer monitoring of the parasitism to confirm this statement.
It is concluded, therefore, that the effects of parasitism alter, in the short term, physiological
parameters of the tambaqui, demonstrating its phenotypic plasticity for the tested scenarios.

Keywords: Tambaqui, hematological parameters, glucose, nuclear abnormalities,
cytogenomics.
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1 INTRODUGAO

1.1 Colossoma macropomum

Incluida na ordem Characiformes, a familia Serrasalmidade é composta por 97
espécies e 17 géneros, sendo um ja extinto (EIGENMANN, 1915; JEGU, 2003; CIONE
et al., 2009; FRICKE et al., 2022). Os géneros Catoprion, Pristobrycon, Pygocentrus,
Pygopristis e Serrasalmus incluem peixes conhecidos pelo comportamento agressivo
e chamados popularmente de piranhas, enquanto Acnodon, Colossoma, Metynnis,
Myleus, Mylesinus, Myloplus, Mylossoma, Ossubtus, Piaractus e Tometes abrangem
espécies de pacus (JEGU 2003; NELSON et al. 2016). Grande parte dos
serrasalmideos sdo populares devido ao seu valor econdmico, com especies
importantes na pesca e/ou aquicultura, como os representantes dos géneros
Colossoma, Mylossoma e Piaractus (JUNK 1985; ARAUJO-LIMA; GOULDING 1998).

O tambaqui (Colossoma macropomum) destaca-se nesse grupo devido ao seu
valor comercial para a pesca e aquicultura. Corresponde ao segundo maior peixe de
agua doce da América do Sul, podendo chegar a medir 108 cm de comprimento e 40
kg de peso corporal (COSTA, 2018). Na natureza é encontrado em aguas de lagos e
rios de aguas pretas, claras e brancas, sendo endémico das bacias Orinoco e
Amazonas (COSTA, 2018).

Colossoma macropomum ¢é a segunda espécie em importancia na produgao
aquicola brasileira, fatores que corroboram esse fato sdo: sucesso na reproducdo em
cativeiro, robustez, resistencia a condi¢des hipoxicas e aguas acidas, apresenta ainda
alta taxa de fertilidade, rapido crescimento, facil adaptacdo aos mais diversos
ambientes (SAINT-PAUL, 2017; VALLADAO et al., 2018; BRANDAO et al., 2021).
Associados a esses fatores podemos destacar ainda, excelente adaptacao a ragao,
boa demanda aos mercados de consumo nacional e internacional, além de grande
pontencial zootécnico (RODRIGUES, 2014; RIBEIRO et al., 2016; CASTRO et al.,
2020).

O aumento da demanda de alimentos em consequéncia do crescimento
populacional, tem contribuido para expansao da produgéo aquicola nos ultimos anos.
A aquicultura estda em amplo crescimento apresentando grande relevancia econdmica
e social, pois € um importante produtor de proteina animal (RITTER et al., 2014; FAO,
2018). No Brasil, a producao da piscicultura foi de 485.253,7 toneladas em 2017, IBGE
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(2018) e isso inclui o tambaqui.

Mesmo sendo considerada uma espécie rustica, C. macromopum é vulneravel
a mudancga de temperatura e ao estresse ocasionado pelo ambiente de criagcéo, o que
propicia uma queda de imunidade e pode predispor o tambaqui a infecgdes
parasitarias (MALTA et al., 2001; DO CARMO BARRETO et al. 2019). Assim, ja foram
realizados diversos estudos com o intuito de avaliar a resposta fisioldgica do tambaqui
as variadas condi¢gdes ambientais e de sanidade, como por exemplo, a avaliagao de
parametros hematolégicos frente a dietas com suplementagcdo e a infecgdo por
parasitas (PINHEIRO et al., 2015; . RIBEIRO et al., 2016; 2018; ROCHA et al., 2018;
COSTA et al., 2023).

Da perspectiva citogenética, a espécie apresenta um numero diploide de 54
cromossomos (ALMEIDA-TOLEDO et al., 1987, NAKAYAMA et al., 2012; RIBEIRO et
al., 2014), com caracterizagdo do padrdo de heterocromatina constitutiva e
mapeamento de sequéncias de DNA ribossomais (5S e 18S) e de elementos
transponiveis Rex ja realizados (RIBEIRO et al., 2014; FERREIRA et al., 2019;
FAVARATO et al., 2021; SILVA et al., 2023). Entretanto, estudos correlacionando
aspectos citogenéticos e infeccdo parasitaria em peixes nao sdo conhecidos.
Pesquisas com essa tematica ainda sao incipientes, principalmente no que diz

respeito as espécies amazodnicas de interesse comercial.

1.2 PARASITISMO EM C. macromopum

O acréscimo na produgdo de peixes e maiores densidades de estocagem,
juntamente com praticas de manejo inadequadas, podem vir a causar alteracdes
fisiologicas que comprometam a vida da espécie cultivada (COSTA et al., 2018).
Disturbios causados por parasitos em peixes sdo responsaveis por grandes perdas na
producao, podendo levar os animais a morte ou a letargia, retardando seu crescimento
e consequentemente reduzindo seu valor comercial (DO CARMO BARRETO et al.
2019).

Da mesma forma que outros peixes redondos, o tambaqui é suscetivel a
infestacao e/ou infeccdo de varios agentes patogénicos em todas suas fases de
desenvolvimento. Diferentes grupos de parasitas vem sendo descritos em C.

macropomum, como helmintos, protozoarios, crustaceos e mixosporideos; e
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dependendo de condig¢bes fitossanitarias inadequadas, pode ocorrer a proliferagao
desses parasitas causando doencas (FUJIMOTO et al., 2015; JERONIMO et al., 2017;
CASTRO et al., 2020).

A fauna parasitaria do C. macropomum é composta por espécies de parasitos
pertencentes aos grupos: Monera (bactérias) (Pilarski et al., 2008; DO CARMO
BARRETO et al. 2019); Protozoa (SANTOS et al., 2018; DO CARMO BARRETO et al.
2019); Myxozoa (MOLNAR e BEKESI, 1993; DO CARMO BARRETO et al. 2019),
Platyhelminthes: Monogenea (KRITSKY et al., 1979; THATCHER e KRITSKY, 1983;
FISCHER et al., 2003; MORAIS et al.,, 2009; SANTOS et al., 2018; DO CARMO
BARRETO et al. 2019), Digenea (FISCHER et al., 2003; SANTOS et al., 2018);
Cestoda (BEKESI, 1992), Nematoda (FISCHER et al., 2003; DO CARMO BARRETO
et al. 2019), Acanthocephala (MALTA et al., 2001; FISCHER et al., 2003; DO CARMO
BARRETO et al. 2019) e Arthropoda: Copepoda (THATCHER e PAREDES, 1985;
THATCHER e BOEGER, 1984, FISCHER et al., 2003; DO CARMO BARRETO et al.
2019); Branchiura (MALTA e VARELLA, 1983; DO CARMO BARRETO et al. 2019);
Isopoda (FISCHER et al., 2003; TAVARES-DIAS, 2014; DO CARMO BARRETO et al.
2019).

Devido a essa diversidade, as doencgas relatadas para o tambaqui ndo sao
comuns entre todas as regides onde se cultiva a espécie. Os parasitas com maior
incidéncia em tambaquis sdo os metazoarios do grupo acantocéfalo
Neoechinorhynchus buttnerae Golvan, 1956, com a maior parte das ocorréncias
referidas na regido norte do Brasil (CHAGAS et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2015;
JERONIMO et al., 2017; PEREIRA e MOREY, 2018), as quais decorrem da
intensificagdo dos sistemas reprodutivos na regido sem aplicagao de boas praticas de
manejo (CHAGAS et al.,, 2015). N. buttnerae pertence a um grupo de parasitas
intestinais cuja infecgdo ocasiona uma perda de peso significativa em seu hospedeiro
e, consequentemente, prejuizos econémicos (SEIXAS et al., 2022).

Acantocéfalos sdo endoparasitos de peixes que ocorrem em animais da
natureza e cultivo (NICKOL, 2006). O ciclo de vida desse grupo é indireto, sendo
necessario um artrépode como hospedeiro intermediario e um vertebrado como
hospedeiro definitivo (SANTOS et al.,, 2013). Este parasito € provido de uma
probdscide na regido anterior, que ao se prender na parede intestinal do hospedeiro
causa danos significativos como inflamacéao, formacao de tecido granular, proliferagao

de tecido conjuntivo e mobilizagédo de células como neutrofilos, linfécitos e fibroblastos,
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formando uma camada fibrosa composta, junto com os mastdcitos locais, no tecido
inflamado (WANSTALL et al., 1986; PURIVIROJKUL, 2012; MATOS et al., 2017).

As infeccges ja relatadas por esses parasitas intestinais mostraram-se severas
e evidenciaram uma perda de massa corporal nos tambaquis, afetando a saude dos
peixes e também sua produtividade (OLIVEIRA et al., 2015; PEREIRA e MOREY,
2018; CHAGAS et al. 2015; BENAVIDES et al. 2020; JESUS e AQUINO-PEREIRA
2020).

1.3 EFEITOS DO PARASITISMO EM PEIXES

Os efeitos do parasitismo em peixes variam de acordo com o érgao atingido, a
espécie de parasita e a intensidade da infestagao ou infecgdo. Em ambiente natural
ocorre um equilibrio entre a fauna parasitaria e o hospedeiro, no entanto, em ambiente
artificial e com cultivo intensivo a relagcédo parasito-hospedeiro é alterada, ficando os
peixes expostos a fatores como alta densidade de animais, maior disponibilidade de
alimentos, variacdo dos parametros quimicos, fisicos e biolégicos da agua e
instalagdes inadequadas (MALTA et al., 2001; DO CARMO BARRETO et al. 2019).

Infecgbes parasitarias podem causar alteragdes hematogicas e metabdlicas, de
forma a comprometer a saude dos animais cultivados. Sabe-se que a permanéncia de
peixes em um ambiente alterado pode desencadear no animal respostas como
alteragcdes na glicose, ions e parametros hematolégicos, podendo influenciar
negativamente o desenvolvimento do individuo, interferindo até mesmo no
crescimento do mesmo (BARTON, 2002; PORTNER e PECK, 2010).

Considerando que o tecido sanguineo esta envolvido em fungbes como
respiragdo, osmorregulagéo e defesa, a analise de parametros hematoldgicos € de
grande importancia para avaliagdo do estado de saude de peixes cultivados. Além de
contribuir para o conhecimento dos valores de referéncia, analises fisioldgicas
auxiliam no entendimento de alteracbes causadas por estresse e infecgoes
parasitarias (TAVARES-DIAS et al., 2009; HOSHINO et al., 2017).

Diversos trabalhos apontam que enfermidades causadas por parasitas estao
relacionadas com alteracbes em seu hemograma. Dentre os parametros mais
utilizados pode-se destacar os valores de hematdcrito, hemoglobina, eritrécitos,
concentracao de glicose e triglicérides (TAVARES-DIAS et al., 2009; PINHEIRO et al.,
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2015; HOSHINO et al., 2017; ROCHA et al., 2018).

A glicose esta relacionada a uma série de agentes estressores, entre eles, a
variacdo de temperatura, o manuseio e o transporte. Dessa forma, ela € empregada
como indicador de disturbio fisiolégico, por ser a principal fonte de energia utilizada
pelos peixes para suportar situagdes adversas (MORGAN; IWAMA, 1997; URBINATI
et al., 2004).

Andlises de alteracdes morfolégicas nucleares também se mostram
promissoras na avaliagado dos efeitos do parasitismo em peixes, uma vez que tais
alteragdes podem surgir como resposta entre a exposigao genotdxica e a eficiéncia
dos mecanismos fisioldgicos de defesa dos organismos (HAYASHI, 2016), permitindo
a identificacdo do aumento da frequéncia de mutagdes em células (CARVALHO et al.,
2002; UCHOA; MAGALHAES, 2020). Segundo Carrasco et al. (1990), essas
alteracdes podem ser classificadas em quatro categorias: micronucleo (M), nucleo

lobado (L), nucleo segmentado (S) e nucleo em forma de rim (K).

1.4 ANALISES CITOGENETICAS

Além dos marcadores citogenéticos considerados classicos, sequéncias de
DNA repetitivo como os elementos transponiveis (ETs) vém sendo amplamente
estudadas na deteccdo de alteragdes citogenéticas e analise da resposta do genoma
a condicdes ambientais. A identificagdo e caracterizacao de ETs tornaram-se de
grande importancia nos estudos citogenéticos com peixes, pois acredita-se que
desempenhem um papel importante na dindmica evolutiva desse grupo, atuando na
recombinagcdo por rearranjos cromossémicos e na capacidade adaptativa dos
organismos devido a sua variabilidade genética (KIDWELL e LISCH 2000; KIDWELL
2002; KAZAZIAN 2004). A associagado de sequéncias repetitivas a heterocromatina
sugere que a localizagédo dessas sequéncias nao se da de forma aleatdria no cariétipo,
e que a localizagao preferencial por essas regides esta relacionada com a manutengao
das sequéncias no genomas de diferentes organismos (MAZZUCHELLI e MARTINS
20009).

Na aquicultura os elementos transponiveis podem ser utilizados com o objetivo
de inserir genes de tracos quantitativos importantes para a piscicultura, como aqueles

relacionados ao aumento do crescimento, melhor performance reprodutiva, dentre
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outros, sendo de grande valia para a geragdo de novos produtos biotecnolégicos e
para compreensao de mecanismos de resposta a condigcdes estressantes (PHILLIPS;
REED 1996; LARGAESPADA 2003; TAFALLA et al. 2006; DA SILVA et al, 2023),
mostrando a importancia da localizagdo cromossdmica de elementos transponiveis
em espécies de alto valor comercial.

Dentre os retrotransposons podemos destacar os ETs do tipo Rex (Rex1, Rex3,
Rex6) (VOLFF et al. 1999; 2000; 2001a), os quais sédo amplamente estudados a fim
de entender sua estrutura, seu envolvimento na regulagcdo génica, distribuicdo e
evolugdo no genoma (VOLFF et al. 1999; 2000; 2001a; 2001b; MAZZUCHELLI e
MARTINS 2009; TEIXEIRA et al. 2009; COSTA et al. 2013; SCHNEIDER et al. 2013;
SANTOS et al. 2016; FAVARATO et al. 2017; FERREIRA et al. 2021; DA SILVA et al,
2023).

A transposicdo dessas sequéncias pode ser desencadeada por sinais
celulares, poluicdo ambiental, choques térmicos, dentre outras condigbes
estressantes (LAUDENCIA-CHINGCUANCO e FOWLER 2012; MIOUSSE et al. 2015;
SILVA etal. 2016; RIBEIRO et al. 2017; FERREIRA et al. 2021; ). Em C. macropomum,
FERREIRA e colaboradores (2021) verificaram que os retrotransposons do tipo Rex
possuem comportamento dindmico e sdo bons marcadores para deteccdo de
estresses ambientais. Rex1 e Rex3 mostraram ter sua dispersdo ativada em
mudancas de temperatura e estarem relacionados a blocos heterocromaticos, levando
a crer que ha uma relacdo entre a dispersdo dessas sequéncias e ativacdo de
mecanismos epigenéticos.

Sendo assim, o estudo de elementos retrotransponiveis Rex1, Rex3 e Rex6,
em nivel cromossbmico em C. macropomum, submetidos a diferentes condicbes
sanitarias, comparando animais parasitados e nao parasitados, é relevante para
compreender o comportamento dos elementos transponiveis frente as infecgbes
parasitarias, fornecendo dados acerca da organizagdo genémica da espécie mais

representativa da piscicultura regional.
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2 OBJETIVOS

Para responder as perguntas norteadoras desta pesquisa foram formulados os

seguintes objetivos:

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar parametros hematolégicos de exemplares de C. macropomum
parasitados por Neoechinorhynchus buttnerae e infectados por fungos aquaticos,

correlacionando os resultados com dados citogenéticos e anormalidades nucleares.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Realizar analise de parametros respiratérios e de determinacao de nivel de estresse
em tambaquis parasitados e nio parasitados;

- Determinar o padrao de distribuicdo de heterocromatina e de elementos Rex em
tambaquis parasitados e n&o parasitados;

- Verificar a presenca de anormalidades nucleares entre os individuos.
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Para o desenvolvimento da pesquisa foram seguidas as etapas que constam

no fluxograma apresentado na Figura 1. Ressalta-se ainda que, por meio do

fluxograma, a definigdo da metodologia partiu da pergunta principal e dos objetivos

estabelecidos.

Figura 1 — Fluxograma da pesquisa
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3.1 DELINEAMENTO AMOSTRAL

Os espécimes de C. macropomum foram obtidos em uma piscicultura
localizada no municipio de Caracarai (Figura 2). No local foram retirados peixes com
problemas com infecgao parasitaria por acontecéfalo. Enquanto que os peixes
saudaveis foram cedidos pela EMPRAPA/RR e utilizados na indugcéo de infecgao
fungica e também como grupo controle.

Foram utilizados 60 exemplares, sendo 20 exemplares contendo parasitas de
Neoechinorhynchus buttnerae; e 40 saudaveis, dos quais 20 tiveram inducdo de
fungos por raspagem da mucosa simulando estresse no transporte, e 20

permaneceram saudaveis para serem utilizados como controle.

Figura 2 — Local de obtencio dos exemplares parasitados

Fonte: Google Maps.

Os animais foram transportados para o Laboratério de Organismos Aquaticos
da Amazénia da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (LOAM/Embrapa-RR),
onde ficaram acondicionados em tanques no sistema RAS (Sistema de Recirculagéo

de Agua) e foram alimentados diariamente (Figura 3).
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ura 3 — Transporte e acondicionamento dos especimes na Embrapa
g N D™

Fonte: Proprio autor.

Apos trés semanas de aclimatagcao foi realizada a coleta de sangue para as
analises fisioldgicas, conforme a Figura 4. Para esses procedimentos, foram coletadas
amostras sanguineas de dez individuos de cada grupo: (i) saudaveis, (ii) parasitados
e (iii) acometidos por fungos, sendo preparadas duas amostras por individuo, uma
para analisar os parametros respiratorios e outra para determinar os niveis de
estresse.

Na quarta semana, os animais foram estimulados ao aumento de células em
divisao por 24 horas, e em seguida, foram eutanasiados com eugenol para coleta de
porcdes do rim para obtengao de preparagdes celulares. O manuseio e eutanasia dos
animais obedeceram as normas das diretrizes brasileiras para ética no uso de animais
de laboratério, publicadas pelo CONCEA (Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal), conforme aprovado pela Comissédo de Etica no Uso de
Animais (CEUA-UFRR) da Universidade Federal De Roraima sob protocolo n°
23/2019.
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Figura 4 — Obtengdo das amostras. a) Manutengcdo dos exemplares utilizados no
experiento; b) Coleta de sangue _

Fonte: Proprio autor.

3.2  ANALISES FISIOLOGICAS DOS ESPECIMES ESTUDADOS

As analises fisioldgicas consistiram na avaliagdo dos parametros respiratérios
e dos niveis de estresse. Nas duas avaliagcbes, foram realizados testes laboratoriais
utilizando as amostras de sangue extraidas de cada grupo estudado, conforme

descrito a seguir.

3.2.1 Parametros respiratorios

Na andlise dos parametros respiratorios foram avaliados os seguintes

parametros: hematécrito, hemoglobina, eritrécitos e metahemoglobina.

3.2.1.1 Porcentagem de Hematocrito (Ht)

A amostra de sangue coletada foi acondicionada em tubo de microhematdcrito

que teve uma das extremidades vedada com fogo, e em seguida centrifugada a
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12000rpm por 10 minutos. A leitura da porcentagem de sedimentacao dos eritrocitos

foi realizada com auxilio de cartdo padronizado.

3.2.1.2 Concentragdo de hemoglobina [Hb]

A concentracdo de hemoglobina foi determinada utilizando o método da
cianomethohemoglobina descrito por Kampen e Zijlstra (1964), que consiste em
colocar 15uL de sangue em um tubo de ensaio contendo 3mL de solucdo Drabkin
(KCN 0,5g; KH2PO4 1,4g; Ks[Fe(CN)s] 2,0g em 1 litro de agua destilada). Os tubos
foram agitados e permaneceram por 15 minutos em repouso para efetivagdo da
hemolise. O conteudo do tubo foi colocado em uma cubeta de plastico e a absorbancia
medida em um espectrofotdbmetro, em 540nm. A determinagao da concentragao de
hemoglobina (em gramas por 100mL de sangue) foi obtida pela equacao:

[Hb] (g/dl) = absorbancia (540nm) x 0,146 x diluicdo da amostra,
onde: 0,146 = fator de corregao.

3.2.1.3 Contagem de eritrocitos (RBC)

A contagem de eritrocitos foi realizada pelo método usual colocando em um
tubo de ensaio uma amostra de 10uL de sangue diluida em 2mL de Formol Citrato
(3,89 de citrato de sddio; 2,0mL formol e agua destilada q.s.p. 100mL). Apds
homogeneizagdo, a contagem dos eritrocitos (108/mm3) foi feita em camara de

Neubauer, com objetiva de 40X.

3.2.1.4 Determinagéo da taxa de metahemoglobina (MetaHb)

A taxa de metahemoglobina foi determinada segundo o método descrito por
Benesch et al. (1973). O método consiste na mistura de 50mL de uma amostra de
sangue em 3mL de tampao fosfato 35mM, pH 7,3. A mistura foi agitada em um
agitador automatico de tubos e centrifugada por 5 minutos a 3000 rpm. A absorbancia
da mistura foi medida em espectrofotdmetro Genesis-2, em 560, 576 € 630nm.

A determinacao da taxa de metahemoglobina foi calculada pela somatdria das
férmulas descritas a seguir, sendo o valor encontrado corrigido relativamente a

concentragéo total de hemoglobina. Os resultados foram expressos em %.
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OxyHb = (Abs.576 x (1,013) - Abs.630 x (0,3269) - Abs.560 x (0,7353)) x 10
DeoxyHb= (Abs.560 x (1,373) - Abs.576 x (0,747) - Abs.630 x (0,737)) x 10
FerriHb = (Abs.630 x (2,985) + Abs.576 x (0,194) - Abs.560 x (0,4023)) x 10 ~*

3.2.2 Niveis de estresse

Para a avaliagao dos niveis de estresse foram avaliadas a glicose plasmatica e

anormalidades nucleares eritrociticas, conforme descrito abaixo.

3.2.2.1 Glicose plasmatica

Inicialmente, foi utilizado o Kit Medidor de Glicemia Accu-Chek Active. O uso
de glicosimetro portatil baseia-se na técnica da pirroloquinolina quinona com a
presenca de beta D-glicose reduzida pela glicose desidrogenase, tornando sua cor
vermelha (NEWMAN; TURNER, 2005, CARVALHO et al., 2021). O glicosimetro ja foi
testado em algumas espécies de peixes incluindo o C. macropomum.
(BARTONKOVA, HYRSL; VOJTEK, 2017; CARVALHO et al., 2021).

3.3 ANALISES CITOGENETICAS DOS ESPECIMES ESTUDADOS

Nas analises citogenéticas foram, inicialmente, obtidos os cromossomos
metafasicos, seguido da detecgédo da heterocromatina, Hibridizagdo in situ por

fluorescéncia — FISH e processamento de imagens cromossémicas.

3.3.1 Obtencao de cromossomos metafasicos

Para a obtencdo de um maior nimero de células em metafase foi utilizada a
técnica de indugcao de mitoses, onde preparou-se uma solugao de fermento biolégico
na propor¢cao de 0,5g de fermento, 0,5g de agucar e 20 mL de agua destilada. Em
seguida, esta solugao foi incubada em estufa a 40°C por cerca de 20 minutos e,
posteriormente, injetada na regido intraperitoneal do animal vivo, na proporcéo de 1
mL para cada 100 g de peso.

Os peixes foram mantidos em tanques no sistema RAS por um periodo de 24
horas antes da coleta das amostras para analise citogenética (OLIVEIRA et al. 1988b;

MORAIS. 2021). Apos esse periodo foram obtidos cromossomos mitéticos, seguindo
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o protocolo de Gold et al. (1990). A técnica foi realizada trilhando os seguintes passos:

1. O animal foi previamente anestesiado em uma solugéo de Eugenol. Em seguida
eutanasiado para a retirada e coleta de porgdes dos rins.

2. O material foi transferido para uma cubeta contendo de 5 a 10 mL de meio RPMI e
entdo dissociado com auxilio de uma seringa hipodérmica desprovida de agulha,
através de movimentos de absor¢do e expulsdo, para a obtencido de uma
suspensdao homogénea de células.

3. Foram adicionados 100 a 200 pL de colchicina 0,0125%, ressuspendendo,
cuidadosamente, o material com auxilio de uma pipeta Pasteur, e entdo a
suspenséo foi incubada em uma estufa a 37°C por cerca de 25 minutos.

4. Posteriormente, o material foi transferido para um tubo de centrifuga de 15mL,
ressuspendido e centrifugado por 10 minutos a 900 rpm.

5. O sobrenadante foi descartado, com auxilio de uma pipeta de Pasteur, tomando
cuidado para nao ressuspender o material e acrescentando cerca de 10 a 12 mL
solucéo de KCL 0,075M, ressuspendendo o material e deixando em estufa a 37°C
por 45 minutos.

6. Em seguida, foi adicionado 1 mL de fixador Carnoy (3 partes de metanol para 1
parte de acido acético glacial) ao material, o qual foi centrifugado por 10 minutos a
900 rpm, o sobrenadante foi retirado com auxilio de uma pipeta Pasteur e
acrescentando cerca de 10 mL solucao de fixador.

7. O sexto passo foi repetido por duas vezes.

8. Terminadas estas etapas, foi eliminado o sobrenadante da ultima centrifugacao e
adicionado cerca de 1,5 mL de fixador ao material, transferindo-o para frascos

plasticos do tipo eppendorf, os quais foram armazenados em freezer a - 20°C.

3.3.2 Deteccao de heterocromatina (Banda C)

A analise da heterocromatina foi realizada seguindo a técnica descrita por
Summer (1972), com adaptacdes. As laminas foram inicialmente tratadas com &cido
cloridrico (HCI 0,2N) por 2 minutos a 45°C, lavadas em agua destilada a temperatura
ambiente e secas ao ar. Em seguida, as laminas foram colocadas em solugéo de
hidroxido de bario a 5%, a a 45°C, por 1:30 minutos, sendo em seguida imersas em
HCI (0,2N) para retirar o excesso de bario, e lavadas com agua destilada.

Apds secas, as laminas foram incubadas em solugao 2xSSC (Cloreto de Sodio
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0,3M e Citrato Trisédico 0,03M, pH 6,8) em banho-maria a 60°C, por um periodo de
30 minutos, lavadas e secas ao ar; e por fim, coradas com solu¢ao de Giemsa a 5%
em solugcédo tampéao fosfato pH 6,8 durante 10 minutos. Apds cada tratamento, as

laminas foram lavadas em agua destilada e deixadas ao ar livre até secar totalmente.

3.3.3 Hibridizacao in situ por fluorescéncia — FISH

A técnica de hibridizagao in situ por fluorescéncia (FISH), seguiu protocolo
descrito por PINKEL, STRAUME e GRAY (1986) com modificagdes. Os produtos de
PCR serviram como sondas para o mapeamento dos elementos transponiveis pela
técnica de FISH. Para esse processo utilizou-se o kit Biotina-16-dUTP (Roche Applied
Science) para a marcagdao das sondas e a deteccdo foi realizada usando
Estreptavidina, e o kit Digoxigenina-11-dUTP (Roche Applied Science) para a
marcagao das sondas e a deteccdo do sinal realizada usando anti-digoxigenina-
rodamina (Roche Applied Science). Ambos processos foram realizados de acordo com

as especificagdes do fabricante.

3.3.3.1 Extragdo de DNA

A extracdo do DNA foi realizada a partir de tecido muscular utilizando-se o Kit
de extracdo Wizard® (Promega), segundo as recomendagdes do fabricante. Em um
tubo tipo eppendorf de 1,5mL foi adicionado o tecido, juntamente com 300uL de
solucao de EDTA + Nuclei Lysys Solution (50 uL de EDTA 0,5M + 250 uL de Nuclei
Lysys Solution) e 10 uL de proteinase K. Esta mistura foi incubada por cerca de 3
horas a 55°C, e apods a dissociagao do tecido, adicionou-se RNAse a mistura, que foi
acondicionada em estufa por 30 minutos a 37°C. Apds a acao da RNAse foi adicionado
a mistura uma solucao protein precipitation solution e o tubo levado ao vortex por 20
segundos. Apds isso a solugdo foi mantida no freezer por 5 minutos. Os tubos,
contendo a solugao, foram centrifugados por 8 minutos a 13.000 rpm, o sobrenadante
transferido para tubos novos, adicionando 300 uL de isopropanol gelado,
centrifugando-se novamente por 8 minutos a 13.000 rpm. O sobrenadante foi
descartado, 300 uL de etanol 70% gelado adicionado e novamente centrifugado por
8 minutos a 13.000 rpm. Ao fim os tubos foram deixados a 37°C para secarem,
adicionou-se 50 yL de DNA Rehydration Solution e o material foi mantidos a 37°C por

16 horas, até ser armazenado em freezer 20°C.
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3.3.3.2 Isolamento de sequéncias repetitivas por PCR

Para a amplificacdo dos elementos transponiveis do tipo Rex foi utilizada a
técnica de PCR (Polimerase Chain Reaction) em termociclador (T100™ Thermal
Cycler ) com os seguintes primers: para Rex3 RTX3-F3 (5'-CGG TGA YAA AGG GCA
GCC CTG-3') e RTX3-R3 (5-TGG CAG ACN GGG GTG GTG GT-3') (Volff et al. 1999;
2001a); e Rex6-Medf1 (5'- TAA AGC ATA CAT GGA GCG CCA C-3'), e Rex6-Medr2
(5'- GGT CCT CTACCA GAG GCC TGG G-3') para Rex6 (Volff et al., 2001b). A
eficacia da reagao foi verificada apds corrida em gel de agarose 1% e as amostras

foram quantificadas em espectrofotdmetro NanoVue Plus (GE Healthcare).

3.3.4 Processamento de imagens

Todas as laminas cromossémicas foram analisadas em fotomicroscépio de
epifluorescéncia Olympus BX-51. As imagens capturadas com uma camera digital
(Olympus DP51) e com o programa DP Managger e processadas por meio do
programa Adobe Photoshop 7.0. Para a montagem do cariétipo, os cromossomos
foram organizados em ordem decrescente de tamanho e classificados segundo
LEVAN, FREDGA e SANDBERG (1964).

3.4 ANORMALIDADES NUCLEARES ERITROCITICAS (ANE)

Na avaliagdo da presenca de anormalidades nucleares eritrociticas foram
realizados esfregacos sanguineos. Os esfregagos sanguineos foram fixados com
metanol por 10 minutos e depois de secos foram corados com uma solugdo May-
Grinwald por 2 minutos, May-Griinwald e agua destilada 1:1 por 10 minutos e Giemsa
e agua destilada 1:6 por 10 minutos. Em seguida foram lavados com agua destilada e
secos a temperatura ambiente (SANCHEZ-GALAN et al., 1998).

As anomalias nucleares (ANs) foram determinadas segundo a metodologia de
Carrasco et al. (1990). Foram contadas 1000 células adultas de cada individuo com o
auxilio de microscoépio optico da marca MOTIC com aumento de 100X. O resultado foi
expresso em porcentagem (%) de ANE, considerando a soma de todas as lesdes

(M+L+S+K). As imagens foram capturas em Microscopio Zeeis, programa ZEN
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Microscopy Software.

3.5 ANALISES ESTATISTICAS

Para as anadlises estatisticas dos resultados foi utilizado o programa
computacional Microsoft Excel 365 para calcular as somas e as médias dados. Em
seguida, foi utilizado o programa BioEstat 5.3 sendo, inicialmente, realizada uma
ANOVA (analise de variancia) entre parametros de hematécrito, RBC e glicose. Onde

houve significancia, os dados foram submetidos ao teste de Tukey (p<0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados referentes aos parametros respiratérios evidenciaram poucas
variagdes entre os grupos analisados. Os valores correspondentes a porcentagem de
hematdcritos (%Ht), em média, foram de 25,38% para os animais saudaveis, 17,75%
para os parasitados e 20,19% para os acometidos por fungos, ndo havendo diferenga
significativa entre os grupos analisados (Tabela 1). Mudangas nos parametros
sanguineos, como diminui¢gao no valor de Ht, foram relatadas por TAVARES-DIAS et
al. (2007) na andlise de peixes parasitados, sendo atribuidas secundariamente, ao
fato de se alimentarem do sangue do hospedeiro (SILVA, 2021). Embora a diferenca
entre os exemplares de C. macropomum nao tenha sido estatisticamente significativa,
observa-se que a porcentagem de hematdcritos reduziu em peixes ndo saudaveis, em
especial, quando acometidos pelo endoparasita N. buttnerae, corroborando com o ja

observado em peixes.

Tabela 1 — Valores de Hematécritos (Ht%) de C. macropomum nos grupos estudados apresentando os
valores médios, desvio padrdo (p < 0,05) e coeficiente de variagdo obtidos

GRUPOS
CONTROLE PARASITADOS ACOMETIDO POR FUNGOS
26.33 18.89 24.50
30.76 11.3 19.07
2417 17.66 18.45
24.61 18.17 22.59
29.53 17.13 19.99
EXEMPLARES 22.89 15.14 16.27
245 17.61 16.92
15.66 20.04 21.56
29.95 22.2 18.97
25.38 19.37 23.56
MEDIAS* 25.38%3.35a 17.75%1.98a 20.1912.29a
COEFICIENTE
DE VARIACAO 13.2 11.2 1.3

A concentracdo de hemoglobina apresentou pouca diferenga entre o controle
(7,58 mg/dL) e animais parasitados (8,07 mg/dL), apresentando reducao e diferenca
significativa nos individuos acometidos por fungos com média de 4,99 mg/dL,

conforme Tabela 2. Junior et al. (2014) verificaram um padrao de hemoglobina nos
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peixes saudaveis de 9,49+1,65 mg/dL, semelhante ao encontrado na presente
pesquisa, demonstrando que sao valores normais para C. macropomum. Ja os dados
de concentragdo de hemoglobina nos peixes submetidos a infecgdo flungica
demonstram que esse tipo de parasitismo causa anemia no tambaqui. Acredito que a
relagdo entre os organismos nao tenha sido de parasitismo.

Tabela 2 - Concentracdo de hemoglobina (Hb) de C. macropomum nos grupos estudados
apresentando os valores médios, desvio padrdo (p < 0,05) e coeficiente de variacao obtidos

GRUPOS
CONTROLE PARASITADOS ACOMETIDOS POR FUNGO

7.38 9.61 6.73

3.55 9.14 6.12

10.09 7.47 6.06

7.02 8.35 0.22

11.6 6.56 5.59

EXEMPLARES 8.64 7.55 5.48

9.5 6.52 3.36

7.33 10.18 5.26

6.61 7.33 5.58

3.86 7.97 5.51

MEDIAS* 7.5842.55a 8.07+1.25a 4.99+1.89b

COEFICIENTE

DE VARIAGAO 33,6 15,5 37,9

Foram observadas diminui¢cdes significativas no numero de eritrocitos no
sangue de C. macropomum dos animais parasitados (1,22) em relagdo ao grupo
controle (1,91) e mais intensamente nos animais contaminados por fungos (0,56),
conforme Tabela 3. Valores entre 1,82 + 0,21 e 1.91+0.46 eritrécitos por 106/ulL ja
foram relatados para o tambaqui (JUNIOR et al., 2014), sugerindo que os dados aqui
apresentados estdo dentro do padrdo da espécie.

Em contrapartida, Pimephales promelas (fathead minnow) e Siphateles bicolor
(tui chub), a baixa infeccdo por nematoides Contracaecum sp. nao alterou o nimero
total de eritrocitos (MARTINS et al., 2017; TAVARES-DIAS, CHAGAS e MACIEL.,
2021). Assim como em Prochilodus lineatus, os baixos niveis de infecgdo por
acantocéfalos Neoechinorhynchus curemai nao influenciou no numero total de
eritrocitos (BELO et al., 2013., TAVARES-DIAS, CHAGAS e MACIEL., 2021). Nas
amostras de C. macropomum analisadas nesse estudo nado foram observadas

alteragdes significativas no numero total de eritrocitos.
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Como o numero de eritrocitos esta diretamente ligado ao desempenho
fisioldgico dos peixes, alteracbes nesse parametro podem indicar doencas ou
disturbios de saude. O aumento no nimero de eritrécitos, conhecido como eritrocitose,
pode significar proliferacdo das células vermelhas por tecidos hematopoiéticos ou
cancer, enquanto a diminuigao do numero caracteriza anemia (SERIANI et al., 2014).
No presente trabalho foi observado uma redugao no numero de eritrécitos quando
parasitados tanto por acantocéfalos quanto por fungos, e diminuigdo na concentragéao
de Hb nos animais acometidos por fungos. Essas duas condigbes estao relacionadas
ao surgimento de anemia, podem portanto afetar o seu crescimento e até mesmo a

sobrevivéncia dos individuos, levando a queda na produtividade.

Tabela 3 — Numero de eritrécitos circulantes (RBC) em C. macropomum nos grupos estudados
apresentando os valores médios, desvio padrao (p < 0,05) e coeficiente de variagao obtidos

GRUPOS
CONTROLE PARASITADOS ACOMETIDOS POR FUNGO
128 141 1.01
129 1.25 1
156 145 0.71
2.25 134 0.37
234 149 0.37
EXEMPLARES 188 1.25 0.17
255 0.81 0.57
165 1.81 0.62
103 0.73 0.55
2.4 0.7 0.18
MEDIAS" 10120462 1.22%0.37b 0.5620.30C
COEFICIENTE
DE VARIACAO 24,1 30,3 53,6

Ao avaliar as taxas de metahemoglobina (meta-Hb) no sangue dos exemplares
de C. macropomum infectados por N. buttnerae foi possivel verificar que houve um
aumento das taxas quando comparadas com as taxas do exemplares do controle, no
entanto, sem diferengas significativas. Enquanto que nos exemplares acometidos
pelos fungos, houve redugao das taxas, conforme Tabela 4.

Hb, RBC e Ht sdo considerados indices hematoldgicos que mostram a resposta
primaria dos parametros dos glébulos vermelhos. Indicam a capacidade de transporte
de oxigénio através do sangue e a sua utilizagdo pelo organismo (RANDALL, 1982),

no entanto, também podem ser utilizados para indicar o estado nutricional (ARIDE et
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al., 2007; ARIDE et al., 2010; ARIDE et al., 2020). Os indices de Hb, no presente
estudo apresentaram parametros semelhantes aos estudos mencionados; RBC por
sua vez apresentou idices mais baixos nos animais acometidos por fungos em

comparagao aos animais analisados por Aride et al. (2020).

Tabela 4 — Niveis de metahemoglobina de C. macropomum nos grupos estudados (p < 0,05)
apresentando os valores médios, desvio padrao (p < 0,05) e coeficiente de variagao obtidos

GRUPOS
ACOMETIDOS POR
CONTROLE PARASITADOS FUNGO
605.38 625.42 1012.05
2106.5 3574.35 62.3
229.87 1558.09 969.53
2807.98 2040.68 324.73
243.22 505.84 45.67
EXEMPLARES 1492.02 2637.79 1786.5
24487 1648.39 1938.43
918.66 4817.85 169.21
419.62 2350.55 37.18
887.51 657.31 330.39
MEDIAS* 995.56+880.84ab 2041.63+1381.49a 667.60£723.19b
COEFICIENTE
DE VARIACAO 88,5 67,7 108,3

Os niveis de estresse foram avaliados por alteragdes nas concentracbes de
glicose. De acordo com os testes, verificou-se que as concentragbes de glicose
apresentaram diferengas significativas (p < 0.05), quando comparado o grupo controle
com os demais, sendo observada uma reducédo desses niveis caracterizando uma
condicao de estresse (Tabela 5).

De forma consistente, os dados disponiveis na literatura suportam que os niveis
de glicose em peixes indicam efeitos toxicos de certos estressores (AERTS et al. 2015;
SADOUL e GEFFROY 2019). A exposicao dos peixes aos diferentes estressores
ambientais pode levar ao aumento de sua susceptibilidade aos agentes infecciosos
(virus, bactérias e fungos) e parasitarios (protozoarios, monogeneas, nematodas e
crustaceos). O parasitismo € também considerado um agente estressor para os peixes
e promove alteragcbes osmorregulatérias e hematolégicas (CASTRO, 2006;
TAVARES-DIAS et al., 2007; ARAUJO et al., 2009; CASTRO; FERNANDES, 2009).

Considerando que os valores médios de glicose mensurados para o0s
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exemplares C. macropomum apresentaram diferencas em relagdo os resultados
encontrados em outros estudos para a espécie (ARIDE et al., 2020, FERREIRA et al.,
2021), pressupbe-se que variagcdes observadas no presente trabalho sao decorrentes

do estresse causado pela infecgado por acantocéfalo e fungos.

Tabela 5 — Niveis de glicose de C. macropomum nos grupos estudados apresentando os valores
meédios, desvio padréo (p < 0,05) e coeficiente de variagdo obtidos

GRUPOS
ACOMETIDOS POR
CONTROLE PARASITADOS FUNGO
147 59 121
131 94 92
126 74 124
133 920 39
108 109 103
EXEMPLARES 14 o5 .
160 121 69
155 87 141
75 81 100
157 81 85
MEDIAS* 130.6426.52a  89.1+17.46b 95.9+29.32b
COEFICIENTE
DE VARIAGAG 20,3 19,6 30,6

O estresse é tido como a resposta fisioldgica de um individuo a uma mudancga
ambiental que reduz o fithess de um organismo (Hoffmann e Parsons 1991). A
percepcdo de uma situagdo de estresse pelo organismo pode induzir alteragdes
genéticas e gerar respostas fisioldgicas rapidas para o organismo tolerar as mudancas
ambientais, alterando assim a atividade de genes de defesa, que podem ser ativados
ou inativados, inclusive por processos epigenéticos. Ainda nesse contexto, também
pode haver a indugdo do processo de transposi¢cdo de elementos transponiveis,
gerando assim uma fonte de diversidade genética necessaria para sobrevivéncia em
condicoes estressantes (CAPY et al. 2000).

Com relacao as analises cromossémicas, verificou-se um numero diploide igual
a 54 cromossomos (26m + 28sm) e numero fundamental (NF) de 108 para todos os
exemplares analisados, conforme ja descrito para a espécie (NAKAYAMA et al. 2012;
RIBEIRO et al., 2014). Destaca-se que para os individuos acometidos por fungos, os

guais encontravam-se mais debilitados, o numero de metafases por animal foi menor,
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com aproximadamente 6 metafases por lamina.

Quanto ao mapeamento das sequéncias retrotransponiveis do tipo Rex
observaram-se marcagdes dispersas na totalidade dos cromossomos para todos os
individuos mapeados. Para Rex6 os espécimes apresentaram marcagdes sutis e
pouco visiveis, diferindo de relatos anteriores onde observou-se grande numero de
marcacoes dessa sequéncia (FERREIRA et al, 2019; RIBEIRO et al., 2017).

Em contrapartida, no mapeamento do retroelemento Rex3 (Figura 5) os
especimes apresentaram marcacdes evidentes na maioria dos cromossomos,
mostrando dispersdo da sequéncia em por¢des heterocromaticas e eucromaticas. O
Rex3 possui uma distribuigdo intersticial e espalhada em varios cromossomos do
complemento de C. macromopum, semelhante ao ja descrito para outras espécies da
ordem Characiformes, como Erythrinus erythrinuns (CIOFFI et al. 2010), Brycon
amazonicus (Spix; Agassiz, 1829) e B. orbignyanus (RUIZ-SILVA 2012) e para o
préprio tambaqui (FERREIRA et al, 2019; RIBEIRO et al., 2017). Esse padrao de
distribuicao difuso pode ser devido ao fato desses elementos transponiveis possuirem
fungdes estruturais e regulatodrias, que justifiquem sua dispersdo em ambos os tipos

de cromatina.

Figura 5 — Mapeamento cromossOmico do elemento transponivel Rex3 em C. macropomum
parasitados por N. buttnerae. a) DAPI; b) Rex3 (sinal vermelho, rodamina); c¢) Dapi + Rex3. Escala
10um

Fonte: Elaboragéo propria.

A localizagao dos elementos transponiveis da familia Rex (Rex1, Rex 3 e Rex6)
em C. macropomum varia entre um padrao disperso e o acumulo dessas sequéncias
em blocos cromossOmicos (FERREIRA et al., 2019; RIBEIRO et al., 2017; DA SILVA
et al., 2023). Entretanto, o acréscimo na quantidade de cépias de Rex ja foi relatado
para a espécie em situagcoes de estresse, tais como aumento de temperatura e
contaminacgao por sulfato de cobre ((FERREIRA et al., 2019; DA SILVA et al., 2023).
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Assim, considerando que nao foi observado aumento no numero e/ou na intensidade
das marcacgdes entre os individuos analisados, entende-se que o estresse causado
pelos parasitas ndo desencadeia a atividade de transposicdo das sequéncias
mapeadas. A localizagdo dispersa observada nas trés condi¢des testadas, corrobora
com o padrao ja relatado para tambaquis saudaveis e em condi¢des naturais.

Os perfis heterocromaticos dos espécimes de tambaqui dos diferentes grupos
de tratamento mostraram semelhancas na distribuicao dos blocos heterocromaticos,
com marcacgdes nas por¢des centroméricas da maioria dos cromossomos. Entretanto,
nos animais parasitados pelo acantocéfalo e nos acometidos por fungos, marcagdes
conspicuas foram vistas na por¢des pericentromérica e terminal de um grande par
metacéntrico, além de marcacdes biteloméricas em outros pares cromossémicos
(Figura 6).

Figura 6 — Bandeamento C em C. macropomum parasitados por N. buttnerae. As setas indicam
grandes blocos heterocromaticos em par metacéntrico. Escala 10um.

Fonte: Elaboracao prépria.

O surgimento desses blocos heterocomaticos nos exemplares ndo saudaveis
pode estar relacionada a uma resposta epigenética a infecgdo, uma vez que
mecanismos epigenéticos como modificacdes de histonas, metilacdo do DNA,
heterocromatinizacdo podem surgir como uma resposta rapida a mudancgas
ambientais. Diversos estudos ja evidenciaram o surgimento de heterocromatina no

tambaqui e em outros organismos expostos a agentes estressores (AYOUB et al.,
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1999; HUNTER et al., 2009; ANDRES et al., 2012; RIBEIRO et al., 2013; FERREIRA
et al., 2019; DA SILVA et al., 2023), o que regularia a expressdo de sequéncias em
regides heterocromaticas sem alterar a sequéncia de DNA, dando uma resposta
adaptativa rapida a situacéo de estresse.

As anormalidades nos nucleos foram analisadas para se avaliar os danos
causados por contaminantes. As tabelas 6 e 7 apresentam o numero de ocorréncias
das anormalidades e suas médias, enquanto a Figura 7 demonstra alguns exemplos

observados.

Tabela 6: Numero de ocorréncias de anormalidades nucleares em exemplares de C. macropomum:
ANE = Anormalidades nucleares eritrociticas; NR = Nucleo em forma de rim; NL = Nucleo lobado; NS
= Nucleo segmentado, MN = Micronucleo; TA = Total de anormalidades (NR+NL+NS+MN); TLA = Total
de laminas analisadas; LA = LaAminas que apresentaram anormalidades

Grupos Numero e descricdo das ANE
analisados N° da NR NL NS MN TA TLA LA
amostra
Saudaveis 01 02 01 01 01 07 02 02
02 01 01 01 02 05 02 01
03 03 03 01 09 02 02
04 01 02 01 04 02 01
05 04 06 04 14 02 02
06 04 03 01 10 02 02
07 07 05 02 17 02 02
08 03 01 04 02 01
09 03 01 01 01 06 02 02
10 03 01 03 01 08 02 02
Parasitados 11 03 04 09 02 02
12 05 02 07 02 02
13 04 01 02 01 08 02 02
14 03 02 05 02 02
15 01 01 03 02 01
16 01 02 02 01
17 01 02 02 01
18 02 01 03 02 01
19 02 01 04 02 02
20 04 02 06 02 02
Acometidos 21 01 03 05 02 02
por Fungos 22 02 01 03 02 01
23 03 01 01 06 02 02
24 02 01 02 06 02 02
25 02 02 01 05 02 02
26 05 02 02 11 02 02
27 04 01 02 01 08 02 02
28 04 03 02 09 02 02
29 03 01 01 05 02 01
30 02 01 01 04 02 01

NRs: 3,1/ NRAcant;: 2,6 / Nrfun: 2,9 TAs: 8,4 / TAacant: 4,9/ TAFun: 6,2

Nos peixes, os eritrocitos sdo ovais e tém nucleo central acompanhando o
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formato da célula, com cromatina compactada e sem nucléolos. Os eritrécitos contém
0 pigmento respiratério, a hemoglobina que tem por fungéo transportar o O2 e parte
do CO2 no sangue. Qualquer deficiéncia no eritrécito sera traduzida como uma falta
de O2 nos tecidos. A forma do eritrécito e sua extrema plasticidade favorecem sua
circulacdo nos capilares e, assim, qualquer modificagcdo na forma acarretara

perturbacao circulatéria e favorecera sua destruicdo (RANZANI et al., 2004).

Tabela 7 — Anormalidades nucleares eritrociticas observadas em C. macropomum dos grupos
estudados (p < 0,05)

CONTROLE PARASITADO ACOMETIDO POR FUNGO
5 7
5
7
4
14
8
14
4
6
8 4
MEDIAS* 7.5£13.8a 4.316.9a 5.714.6a

COEFICIENTE
DE VARIACAO 184,0 160,5 80,7

EXEMPLARES

DWW = =N O 0N
g1 © 00 OO o1t orwhs

Figura 7 — Exemplos de anormalidades nucleares obervadas em C. macropomum. a) Micronucleo; b)
Nucleo lobado; c) Nucleo segmentado; d) Nucleo em forma de rim. Escala 100 um

Fonte: Elaboragao proépria.
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A patogenicidade causada por endoparasitas é muito variavel, e esta
diretamente relacionada com a espécie, a intensidade da infecgao, o 6rgao ou tecido
afetado, a fixagdo do parasito no tecido do hospedeiro, entre outros fatores (DEZFULI
et al., 2016., TAVARES-DIAS, CHAGAS e MACIEL., 2021).

Vaérios autores tem demonstrado a susceptibilidade de Geophagus spp. aos
efeitos genotdéxicos (aumento na frequéncia de micronucleos, indicando danos no
DNA) e danos teciduais em branquias e figado quando expostos a poluicao aquatica
por metais pesados (DORIA 2017; LOPEZ et al. 2016; SANTOS, 2018; GOMES et al.
2019). Assim, considerando a baixa ocorréncia de ANE nos individuos analisados,
pode-se inferir que os danos causados pela infeccdo causada tanto por acantocéfalos
quanto por fungos no presente estudo ndo causou danos de forma citotdxica.
Provavelmente, esse tipo de dano seria evidente se houvesse uma exposi¢cao mais

duradoura aos agentes bioldgicos, ou uma exposi¢cado quimica dos espécimes.
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5 CONCLUSAO

As analises dos parametros respiratorios demonstraram que a infecgao por
fungos e por N. buttnerae ocasionam um quadro de anemia em C. macromopomum,
a qual pode ser branda ou aguda. Além disso, a variacdo nos niveis de glicose também
evidenciou que o parasitismo leva a espécie a uma condi¢cdo de estresse. Em ambos
0s casos, 0s animais podem ter seu desenvolvimento e sua sobrevivéncia afetados,
resultando em uma queda na produtividade.

Contrariamente, tanto os fungos quanto o acantocéfalo, parecem nao causar
danos ao material genético nas condicbes avaliadas, uma vez que ndo foram
observadas diferencas significativas em relagdo as anormalidades nucleares e
localizagéo dos elementos transponiveis da familia Rex. O unico indicativo observado
foi em relagcéo ao surgimento de blocos heterocomaticos nos individuos infectados, o
que sugere resposta regulatéria rapida as mudangas ambientais, sem
necessariamente representar um dano.

Diante do exposto, pode-se concluir que os efeitos do parasitismo alteram, a
curto prazo, parametros fisioldgicos do tambaqui, demonstrando sua plasticidade
fenotipica para os cenarios testados.

Como recomendacgdes futuras, deve-se realizar a avaliacdo da qualidade da
agua dos tanques, o isolamento e a identificagdo dos fungos visando correlacionar
com fungos patogénicos ja descritos por infectar peixes, além de exposi¢ao por um
espaco de tempo maior para que sejam confirmadas a auséncia de alteragbes

citogenéticas.
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