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NOLETO, Katherine Saldanha. Alteracdes Reprodutivas e Genotoxicidade em Sciades
herzbergii (Bloch, 1794) associadas a poluicdo aquatica na Costa Maranhense. 2023. 99 f.
Tese (Doutorado em Biodiversidade e Biotecnologia - Rede BIONORTE)- Universidade
Federal do Maranhdo, S&o Luis, 2023.

RESUMO

A poluicdo aquatica ocasionada por compostos quimicos, tais como os metais ¢ HPA’s
(Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos), tem sido relatada como a origem de problemas
associados a saude e ao desenvolvimento adequado de uma grande diversidade de organismos.
Considerando a riqueza de ecossistemas aquaticos e a intensa antropizacao da regido da baia de
Sdo José, no Estado do Maranhdo, Brasil, o objetivo desta pesquisa € identificar alteracdes
reprodutivas e genotoxicidade em Sciades herzbergii associadas a polui¢do aquatica na regido
da costa maranhense. Para isso, foram coletados 68 espécimes de S. herzbergii na baia de S&o
José para as analises bioldgicas. Paralelamente, foi coletada agua para analises de HPA’s, sendo
aferidas as variaveis ambientais da agua superficial, tais como pH, oxigénio dissolvido (mg L
1, temperatura (°C) e salinidade, utilizando-se um equipamento multiparametro.
Imediatamente apds as capturas, foram coletadas amostras de sangue total para realizacdo do
teste de microndcleo, objetivando identificar alteracdes nucleares eritorcitarias. Em seguida os
peixes foram levados ao Laboratério de Tecnologia Aplicada a Reproducdo e Producdo de
Organismos Nectonicos — TARPON para o registro dos dados biométricos. Fragmentos de
branquiais e gbénadas foram corados com Hematoxilina-Eosina (HE) e avaliados por
histologicamente por microscopia convencional. Foram colhidas amostras de tecido muscular
para deteccdo de cobre (Cu), zinco (Zn), ferro (Fe), magnésio (Mg), aluminio (Al), chumbo
(Pb) e cadmio (Cd). Os metais Pb, Zn, Mg, Fe, Al foram detectados no tecido muscular acima
dos niveis recomendados pela ANVISA (2013; 2021, 2005) e Decreto n° 55.871, de 1965. A
analise de HPA’s revelou a presenca de naftaleno e acenafteno nas amostras de dgua. Os testes
histopatoldgicos revelaram melanomacréfagos testiculares e ovarianos, atresia folicular
ovocitéria e retracdo citoplasmatica ovocitaria. Nas branquias foram detectadas alteracdes de
hiperplasia lamelar, deslocamento do epitélio lamelar, congestdo lamelar e fusdo parcial das
lamelas. Os dados das analises genotdxicas indicaram surgimento anormal de micronucleos,
observando valores médios de microndcleo bem préximos aos valores encontrados por outros
autores em area impactas. Os resultados da Andlise de Componentes Principais (APC) indicou
relacdo entre elementos, Cu, Pb, Al, Fe e as alteracdes de melanomacréfagos, e, além disso,
entre hiperplasia lamelar, Mg e Zn. Conclui-se que os exemplares de S. herzbergii coletados na
baia de Sdo José-MA apresentam alteracGes reprodutivas e genotoxicas que podem estar
associadas ao aporte de contaminantes (metais ¢ HPA’s) encontrados na agua e tecidos
amostrados.

Palavras-chave: Contaminacdo; Toxicologia; Biomarcador; Bioindicadores.



NOLETO, Katherine Saldanha. Reproductive Changes and Genotoxicity in Sciades
herzbergii (Bloch, 1794) associated with aquatic pollution on the Maranh&o Coast. 2023.
99 f. Thesis (PhD in Biodiversity and Biotechnology - Rede BIONORTE) - Federal University
of Maranhdo, S&o Luis, 2023.

ABSTRACT

Water pollution caused by chemical compounds, such as metals and PAH's (Polycyclic
Aromatic Hydrocarbons), has been reported as the source of problems associated with the health
and proper development of a wide variety of organisms. Considering the richness of aquatic
ecosystems and the intense anthropization of the S&o José Bay region, in the State of Maranhdo,
Brazil, the objective of this research is to identify reproductive alterations and genotoxicity in
Sciades herzbergii associated with water pollution in this region of the Maranh&o coast. To do
so, 68 specimens of S. herzbergii were collected in the estuary of Sdo José Bay for biological
analyses. In addition, water was collected for PAH analysis, and environmental variables of
surface water were measured, such as pH, dissolved oxygen (mg L), temperature (°C) and
salinity, using a multiparameter probe. Immediately after the collection, whole blood samples
were obtained to perform the micronucleus test, aiming to identify erythrocyte nuclear
alterations. Then the specimens were taken to the Laboratory of Technology Applied to
Reproduction and Production of Nectonic Organisms - TARPON for the recording of biometric
data. Fragments of gill and gonads were stained with Hematoxylin-Esosin (HE) and evaluated
histologically by conventional microscopy. Muscle tissue samples were collected for the
detection of Copper (Cu), Zinc (Zn), Iron (Fe), Magnesium (Mg), Aluminum (Al), Lead (Pb)
and Cadmium (Cd). The metals Pb, Zn, Mg, Fe, Al in the muscle tissue were above the levels
recommended by ANVISA (2013; 2021, 2005) and Decree N° 55871 of 1965. The analysis of
PAHs revealed the presence of naphthalene and acenaphthene in the water samples.
Histopathological tests showed testicular and ovarian melanomacrophages, oocyte follicular
atresia and oocyte cytoplasmic retraction. In the gills, alterations of lamellar hyperplasia,
displacement of lamellar epithelium, lamellar congestion and partial fusion of lamellae were
detected. The genotoxic analyses indicated abnormal appearance of micronuclei, with mean
micronucleus values very close to the values found by other authors in impacted areas. The
results of Principal Component Analysis (PCA) indicated a relationship between Cu, Pb, Al, Fe
and the melanomacrophage alterations, and between lamellar hyperplasia, Mg and Zn. Thus, it
is concluded that S. herzbergii specimens collected in Sdo José Bay-MA show reproductive and
genotoxic alterations that might be associated with the contribution of contaminants (metals
and PAHSs) found in the water and tissues sampled.

Keywords: Contamination; Toxicology; Biomarker; Bioindicators.
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1. INTRODUCAO

O Golfdo Maranhense possui uma das maiores areas estuarinas do Brasil, sendo
formado por trés baias: S&o José, S&o Marcos e Cuma, compostas por ilhas, praias, manguezais
com expressivas amplitudes de marés (TEIXEIRA et al., 2009; SILVA, 2019).

O estuario € um ambiente de transi¢do entre aguas continentais e marinhas, onde um ou
Mais rios encontram o mar, permitindo a diminui¢do da salinidade nesse corpo d’agua. E as
variaveis dos dois ambientes controlam a dindmica e a distribui¢do das propriedades quimicas,
bioldgicas e sedimentares desse ecossistema (TWINAMATSIKO et al., 2021). Este ambiente
é de grande importancia para o ciclo de vida aquatico. E o ecossistema onde diversas espécies
utilizam para realizar a reproducdo, alimentacdo e de protecdo contra predadores
(TWINAMATSIKO et al., 2021).

Contudo, os estuérios sdo altamente vulneraveis ao acimulo de matéria  organica, e
de contaminantes como os metais ¢ Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPA’S),
prejudicando a vida dos organismos aquaticos que neles vivem (ARIAS, et al., 2007;
TWINAMATSIKO et al., 2021).

Esses diversos poluentes, oriundos de a¢des antropogénicas e até mesmo do ambiente
natural, podem estar presentes em materiais particulados em suspensdo na coluna d’agua e nos
sedimentos. E sdo absorvidos pelos organismos aquaticos, como 0s peixes, devido a exposi¢do
direta e/ou através da alimentacdo (COSTA et al., 2008).

Embora alguns metais sejam essenciais para as funcdes bioldgicas, podem tornar-se
toxicos a biota aquatica, a depender da quantidade encontrada e do tempo de exposicdo
(COSTA etal., 2008). Os metais ndo essenciais e os HPA’s sdo elementos sem funcéo bioldgica
aos animais, e tanto os metais essenciais, como os ndo essenciais ¢ os HPA’s podem ocasionar
diversas alteracdes reprodutivas, respiratorias e genotdxicas em peixes (NOVAES et al., 2018;
FERREIRA et al., 2013; BAINY et al., 1998). Neste sentido, a conservacdo desse sistema é
uma preocupacdo importante, pois os contaminantes advindos da poluicdo podem levar a

constantes alteracdes quimicas e biologicas aos ecossistemas aquaticos.

No Maranhdo, o ambiente estuarino da baia de S&o Jose, area alvo desta pesquisa, recebe
interferéncias de dois grandes rios: Munim e Itapecuru, (CUNHA, 2015). Sendo que esses rios
passam por diversas cidades do estado, onde € inexistente o tratamento de esgotos e coleta de
lixo, acumulando contaminantes domésticos ao longo de seu curso (PEREIRA et al., 2020).

Outros fatores agravantes s@o a urbanizacao local, a pesca artesanal e os agrotoxicos oriundos
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da lixiviagdo do solo, que podem bioacumular contaminantes no tecido muscular e em outros
orgdos dos peixes, acarretando efeitos deletérios para a biodiversidade deste estuario
(MCGLASHAN e HUGHIES, 2001; CALLISTO, et al., 2005).

Para monitorar a qualidade da agua, é necessério realizar o monitoramento bioldgico,
também conhecido como biomonitoramento (USEPA, 1984). Através dele é escolhida uma
espéecie, com sensibilidade ou tolerancia a varios parametros, podendo ser chamada de
bioindicador (BUSS; BAPTISTA; NESSIMIAN, 2003).

No ambiente aquético os peixes sdo vistos como um dos importantes bioindicadores,
pois conseguem desenvolver caracteristicas morfofisiolégicas adaptativas em resposta as
mudancas do meio. Por respostas bioldgicas, como as alteracdes ou reacdes, em nivel celular,
molecular, fisioldgico, ou ainda comportamental (LIONETTO et al., 2013; LEMOS et al.,
2007; BARLETTA et al., 2017; VAN DER OOST, et al., 2003; RAMSDORF et al., 2012).
Essas alteracdes sdo encontradas em 6rgdos como gdnadas, figado, rins, branquias, podendo ser

identificados também danos ao DNA, mediante biomarcadores (CHUA et al., 2018).

O bagre Sciades herzbergii utilizado nesta pesquisa para avaliar a qualidade ambiental
do sistema estuarino no Estado do Maranhdo, é uma espécie ja bem conhecida no meio
cientifico como um 6timo organismo bioindicador de poluicdo no ambiente aquético. E capaz
de manifestar alteracdes histoldgicas, quimicas, genotoxicas e bioquimicas, relacionadas a
contaminacdo no ambiente aquatico (PINHEIRO-SOUSA et al 2021; CASTRO et al., 2018;
SILVA et al 2023; ALMEIDA et al., 2021; NOLETO et al., 2022). Além de apresentar
caracteristica estuarina residente e realiza todo seu ciclo de vida dentro do estuario, e também
¢ apreciada na alimentacdo das comunidades pesqueiras locais (CARVALHO-NETA E
ABREU-SILVA, 2010).

Desse modo, o crescente consumo associado a possivel incidéncia de contaminantes no
tecido muscular do pescado pode resultar em potenciais riscos para a saude animal e humana
(PAPAGIANNIS et al., 2004; AGAH et al., 2009; BAWURO et al., 2018; RODRIGUES, et
al., 2017). Para identificar esses contaminantes no pescado, em geral, utilizam-se o0s

biomarcadores.

Os indicadores bioldgicos, ou biomarcadores, séo comumente descritos como alteracfes
bioquimicas, fisiologicas e morfologicas que indicam a exposi¢cdo ou o efeito toxico de um
determinado poluente em um organismo-teste, e podem ser de trés tipos: de exposicéo, de efeito
ou de suscetibilidade (HUGGETT etal., 2018; AMORIM, 2003). Além disso, 0s biomarcadores
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sdo utilizados para varios propositos, dependendo da finalidade do estudo e do tipo da exposi¢do
quimica a que sdo submetidos (AMORIM, 2003).

Diversos biomarcadores se tornaram usuais na identificacdo desses efeitos de
contaminantes em peixes, onde os mais utilizados sdo os biomarcadores histopatoldgicos,
bioquimicos e genotoxicos (ARUKWE etal.,  2008).

Desta forma, devido a importancia de se monitorar a qualidade do ambiente aquatico e
observar 0 quanto os contaminantes estdo prejudicando a qualidade de vida e reproducdo dos
peixes, 0 objetivo geral deste trabalho foi identificar alteragdes reprodutivas e genotoxicas em
S. herzbergii associadas & poluicdo aquatica em estudrio no Litoral Maranhense. Como
contribuicdo, propde-se aqui uma investigacdo que vise minimizar as lacunas cientificas sobre
alteracdes em Orgaos reprodutivos de peixes associadas com impactos antropogénicos, visando-
se fornecer informacGes para auxiliar com planos de conservagdo do estoque pesqueiro da

espécie estudada e melhoria da qualidade do pescado consumido na regido.

Como resultado dessa pesquisa, foram obtidos dois produtos: o artigo principal “Aquatic
pollutants are associated with reproductive alterations and genotoxicity in estuarine fish
(Sciades herzbergii - Bloch, 1794) from the Amazon Equatorial Coast”, publicado na revista
Brazilian Journal of Biology de qualis A3 e o capitulo de livro “Monitoramento ambiental:

Metodologia e estudos de casos”, publicado pela editora I-EDUCAM.

1.1 OBJETIVO GERAL

o ldentificar alteracdes histologicas e genotdxicas em Sciades herzbergii associadas a
poluicdo aquética ocasionada por acaimulo de metais e HPA’s em estuario pertencente

ao Litoral Maranhense.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar a presenga de metais nos tecidos msculares de S. herzbergii;

e Identificar HPA’s em amostras de agua do estudrio, relacionado-se a eventuais lesdes
histologicas de S. herzbergii;

e Avaliar os pardmetros fisico-quimicos da dgua estuarina;

e Investigar a presenca de micronucleos provenientes de danos genotdxicos em celulas

sanguineas de S. herzbergii;
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Identificar os biomarcadores mais adequados a validag@o da espécie S. herzbergii em

biomonitoramento;
Quantificar mg/Kg de metais no tecido muscular de S. herzbergii e relacionar com

eventuais riscos a satde publica.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 AMBIENTE ESTUARINO

Os estuarios séo partes da zona costeira localizados em uma regido semi-fechada, onde
ocorre 0 encontro e a mistura entre os corpos de aguas continentais e marinhos (BARROS et
al., 2011; UNESCO, 2017). Esses ambientes aquaticos podem estar presentes ao redor de todo
0 mundo, porém sdo mais evidentes em regides temperadas e tropicais, pois sdo areas que
ocorrem descargas regulares de dgua doce na costa, causando alteracBes nas propriedades
fisico-quimicas desse ambiente, em relacdo ao mar, principalmente relacionado a mudanca de
salinidade, permitindo o surgimento de um ambiente de agua salobra (VIANA, 2010).

Apesar das alteragfes naturais nesse ambiente, nele ocorre uma complexa dindmica
entre os processos hidroldgicos, biogeoquimicos e a presenca dos manguezais, tornando este
ecossistema muito mais produtivo, pois uma mistura de nutrientes de agua doce somados aos
nutrientes marinhos enriquecem esse ambiente, através de uma alta producéo de planctons, que
sdo a base da cadeia alimentar (VIANA, 2010). Essas caracteristicas, agregadas a baixa
influéncia da acdo dos ventos e das marés na producdo de ondas no interior do estuario, formam
um ambiente propicio e seguro para alimentacao e reproducao de diversas espécies (SANTANA
etal., 2015).

Porém, o crescimento constante da populacéo e a excessiva exploracao de seus recursos
naturais vém deteriorando a qualidade ambiental dos sistemas costeiros (XAVIER et al., 2018;
ZOURARAH et al., 2007), pois caracteristicas fisicas do ambiente estuarino também
proporcionam a implantacdo de atividades industriais, construcdo civil e movimentacdes de
portos pesqueiros ao seu redor (VIANA, 2010; SANTANA et al., 2015). Do mesmo modo,
estes efeitos tém sido visiveis no estuario da baia de Séo José - MA, que recebe o aporte de
esgotos domésticos oriundos da urbanizagdo local, possui uma movimentacao pesqueira muito
intensa, e, além disso, é um estuario banhado por dois rios de grande porte (Munim e Itapecuru)
gue também recebem contaminantes domésticos néo tratados de diversas cidades do estado do
Maranhdo (XAVIER et al., 2018; CUNHA, 2015; PEREIRA et al., 2020).

Para avaliar a contaminacdo dos ambientes aquaticos, varios estudos utilizam peixes
como bioindicadores da contamina¢do ambiental. Portanto, as diversas espécies de peixes, que
vivem nestes ambientes, acabam sendo afetadas pela bioacumulagdo e biomagnificacdo de

contaminantes em seu organismo (TAO et al., 2012).
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2.2 PEIXES COMO BIOINDICADORES DE CONTAMINACAO AMBIENTAL

Os bioindicadores sdo organismos ou comunidades de organismos usados para avaliar
a qualidade ambiental de uma determinada area (CAGNI et al., 2022). Esses organismos
respondem a mudancgas no ambiente, refletindo assim a saude ambiental (MARKERT et al.,
2003).

Os peixes sdo frequentemente utilizados como bioindicadores de contaminacéo
aquatica, visto que, estes organismos ocupam diferentes niveis tréficos na cadeia alimentar
aquatica e sdo expostos a uma variedade de contaminantes, incluindo metais, pesticidas,
poluentes organicos e outros compostos quimicos (CERVENY et al., 2016). Além disso, sdo
amplamente distribuidos em ecossistemas aquaticos e podem ser facilmente coletados e
analisados (LOGAN, 2007; VILLALON et al., 2021).

Dentre as espécies utilizadas como bioindicadoras, o bagre, Sciades herzbergii, objeto
de estudo nesta pesquisa, € uma espécie que consegue se adaptar as alteracdes ambientais
(VIANA, 2010), de modo que pesquisadores, tais como, Silva et al. (2023); Noleto et al. (2021);
Almeida et al. (2021), Carvalho-Neta e Abreu-Silva (2010, 2013); Carvalho-Neta et al. (2014),
Sousa et al. (2013); Pinheiro-Sousa et al. (2021); Castro et al. (2018) entre outros, utilizam este

organismo para biomonitoramento em suas investigagoes.

2.3 Sciades herzbergii COMO TAXON BIOMONITOR

O bagre Sciades herzbergii, é popularmente conhecido no estado do Maranhdo, como
bagre guribu. Uma espécie da Classe Actinopterygii, de Ordem Siluriformes, Familia Ariidae,
com grande ocorréncia ao longo da costa atlantica da América do Sul, principalmente em
ambientes estuarinos e lagoas costeiras com distribuicdo desde a Colémbia até a Costa Norte
do Litoral Brasileiro (SOUSA et al., 2013), possuindo habito demersal e alimentagdo
carcinofaga.

Sua abundancia é de significativa importancia para a pesca artesanal, por ser muito
apreciada pelas comunidades pesqueiras locais (RIBEIRO et al., 2012 e SOUSA et al., 2013).

Essa espécie e considerada bioindicadora de poluicdo aquatica, pois suas caracteristicas
bioldgicas e seu habito alimentar facilitam o acumulo de contaminantes da coluna d’agua e dos
sedimentos. Conseguindo expor essas alteracdes em seus 0rgaos, atraves dos biomarcadores
(PROSI, 1989; FIGUEIREDO et al., 2012; RIBEIRO et al., 2012).
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2.4 BIOMARCADORES PARA MONITORAMENTO AMBIENTAL

O aumento da contaminacdo do sistema aquatico ocasiona diversas alteracfes
morfologicas e fisioldgicas nos organismos (MONTANHA et al., 2012), sendo importante,
assim, estudos que investiguem essas alteracbes, ou seja, os indicadores bioldgicos ou
biomarcadores.

Em estudos de biomonitoramento, os biomarcadores sdo caracterizados por respostas
alteradas em fluidos corporais, células e tecidos de organismos pela presenca de agentes toxicos
no meio ambiente. (MCCARTHY e SHUGART, 1990; HINTON et al., 1992).

Os biomarcadores sdo utilizados no diagnostico de doencas e intoxicagdes e, assim, a
estratégia usada pelos pesquisadores tem sido aplicar varios biomarcadores que se
complementam para realizar um diagnostico final, sobre a salde dos animais (VALENTE et
al., 2017).

De modo geral, os biomarcadores podem ser classificados em trés tipos: de exposicao,
de efeito ou suscetibilidade (AMORIM, 2003). Os biomarcadores de exposicdo sdo
caracterizados por evidenciar a interacdo de um organismo com substancias exdgenas de forma
mensuravel (WHO, 1993).

Os biomarcadores de efeito medem a resposta do organismo a exposicéo ao xenobiotico,
emitindo respostas por analises bioquimicas, fisiol6gicas, comportamentais ou outras alteracdes
de dentro dos organismos (ASTROS-FONSECA; COMBARIZA-BAYONA, 2019). Ja os
biomarcadores de suscetibilidade séo indicadores da capacidade adquirida dos organismos
responderem a exposicao a determinados contaminantes (WHO, 1993).

Portanto, devido os biomarcadores serem recomendados para auxiliar na identificacdo
dos efeitos da poluicdo (GOETTEMS et al., 2013; MCCARTHY e SHUGART, 1990), o
presente estudo, fez uso dos seguintes biomarcadores: indice Gonadossomaético (IGS),
biomarcadores histoldgicos das branquias e gbnadas, e biomarcadores genotdxicos, que serdo

apresentados nos topicos a segulir.

2.4.1 Indice gonadossomatico (1GS)

O indice Gonadossomatico (IGS) é a relacdo entre o peso da gonada e peso corporal
total do peixe (PG x PT*100). Essa analise é realizada a fim de estimar o grau de
desenvolvimento gonadal, época reprodutiva e o préprio ciclo de reproducdo (VAZZOLER,
1996).
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Ao acompanhar a realagdo entre essas variaveis, € observado se o desenvolvimento
ovariano esta conforme o esperado para a espéecie estudada, pois a falta de relacéo entre elas é
uma caracteristica do mau desenvolvimento das génadas. Que pode estar diretamente ligada
com a interferéncia da poluicdo dos ambientes aquaticos, podendo entdo ser utilizado em
programas de biomonitoramento (POLEKSIC e MITROVIC-TUTUNDZIC, 1994; DADZIE e
WANGILA, 1980; PINHEIRO-SOUSA, 2021).

O desenvolvimento gonadal e a reproducdo sdo as duas maiores caracteristicas de
sensibilidade dos peixes para determinar estudos de contaminacéo aquéatica (ANKLEY et al.,
2009).

Sousa et al. (2013) e Pinheiro-Sousa et al. (2013), ao estudarem o desenvolvimento
gonadal de Sciades herzbergii em ambiente aquatico impactado, tiveram respostas negativas
para o desenvolvimento das gonadas. Confirmando que o aumento da contaminacgéo do sistema
aquatico ocasiona a diminuicdo e alteragcdes morfoldgicas nos 6rgdos reprodutivos de peixes
(MONTANHA et al., 2012).

2.4.2 Biomarcadores histoldgicos

A andlise histolégica é considerada uma das técnicas mais eficazes na investigacdo da
contaminacdo ambiental, pois é bastante sensivel no diagndstico de efeitos tdxicos diretos e
indiretos que afetam tecidos animais (HEATH, 1995; SCHWAIGER et al., 1997; ALBINATI,
2009). E também uma das ferramentas mais eficientes para estudar os efeitos agudos e cronicos
que a poluicdo ambiental aquatica causa nos peixes, pois as caracteristicas histolégicas
encontradas nos orgdos-alvo, como nas branquias, rins, figado e gdnadas, podem expressar
diversas alteracGes decorrentes de contaminantes, devido ao tempo de exposicao a substancias
toxicas. Esta ferramente é valiosa para mostrar diretamente os 6rgaos afetados e quais espécies
possuem mais sensibilidade em relagdo aos niveis de contaminantes (AKAISHI et al. 2004).

Na literatura, muitos autores encontram as mais variadas alteracdes em gbnadas e
branquias de peixes, ocasionadas por poluentes no meio aquéatico natural, ou em espaco laboral,
utilizando a técnica histoldgica, e mostrando que a técnica é primordial para analisar a saude
do animal e do ambiente (SHARMA et al., 2021; SAYADI et al., 2020; SAKURAGUI et al.,
2003).
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2.4.2.1 Biomarcadores histoldgicos em gdnadas

Com baixas na produtividade de peixe em regi6es com grande movimentacao industrial
e urbanizacéo intensa, houve a necessidade de avaliar 0s 6rgdos reprodutivos de peixes (LOUIZ
et al., 2009). E foi identificado que inimeras alteragdes podem ser encontradas em gbnadas de
peixes apds o contato com produtos quimicos (OECD, 2010).

Louiz et al. (2009) e Noleto et al. (2022) encontraram algumas alteracdes em gdnadas
de Sciades herzbergii e Gobius niger, de ambientes aquéaticos antropizados. Dentre as
alteracdes, foram encontradas: diminui¢cdo ou aumento da proporcdo das espermatogonias,
hiperplasia, degeneracdo e/ou hipertrofia das células de Leydig, inflamagdo granulomatosa,
desenvolvimento gonadal assincrénico, aumento do fluido intersticial nos machos, atresia
ovocitéria, hiperplasia ou hipertrofia das células perifolicular, diminuicdo da vitelogénese,
diferenca no estagio de maturacgdo, fibrose intersticial, inflamac&o granulomatosa e diminuigao
do numero de foliculos pds-ovulatério nas fémeas, retracdo citoplasmatica e
melanomacrofagos.

Isto sugere que a poluicdo antropogénica influéncia nas propriedades fisico-quimicas da
agua e, por consequéncia, 0s animais que vivem em ambientes contaminados podem apresentar
alteragcdo na morfologia reprodutiva (IGER et al., 1994). Por esse fator, 0 estudo microscopico
nas génadas é fundamental para identificacdo de anomalias no sistema reprodutivo de peixes
oriundos de areas supostamente contaminadas, podendo evitar prejuizo a biodiversidade da

espécie.

2.4.2.2 Biomarcador histolégico nas branquias

Os biomarcadores histolégicos branquiais foram idealizados devido as branquias serem
6rgdos multifuncionais e sua localizacdo permitir um contato direto ao meio externo, tornando-
as orgaos primordiais para a verificacdo de poluentes existentes no meio aquatico (ARELLANO
et al., 1999). Diante disso, o0 estudo histopatoldgico das alteraces branquiais é reconhecido
como um dos metodos iniciais, que pode ser realizado para identificar, de forma rapida e com
resultados consistentes, os danos ocasionados aos organismos aquaticos pela exposicdo a
poluentes (ARELLANO et al., 1999).

As branquias estao envolvidas diretamente no balanco acido-base, nas trocas gasosas, e
no transporte e excrecdo de compostos azotados no organismo dos peixes (PERRY, 1997).

Tanto os contaminantes organicos como o0s inorganicos podem ser responsaveis em influenciar
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e ocasionar alteracdes na permeabilidade do epitélio branquial (BONGA,; LOCK, 2008), pois,
devido ao estresse, 0 organismo é estimulado a liberar catecolaminas e o cortisol na corrente
sanguinea, induzindo um aumento da perfusdo lamelar e da permeabilidade de ions, além do
aumento das células de cloreto (MORAES, 2013).

O aumento das células de cloreto ocorre conforme o aumento do cortisol na corrente
sanguinea, visando regular o balanco idnico e, devido a esse fator, as lamelas aumentam sua
largura, dificultando, e muita das vezes cessando, as trocas gasosas entre a agua e 0 sangue
(MORAES, 2013).

Alguns autores mostram em suas pesquisas resultados como hiperplasia, deslocamento
do epitélio lamelar, congestdo, aneurisma, entre outras, através da investigacdo histologica das
branquias de diversas espécies de peixes estudadas, incluindo o Sciades herzbergii em areas
impactadas, dando um diagndstico da saude do animal e da avaliacdo ambiental local (CASTRO
et al.; FREITAS et al., 2013; RIBEIRO et al., 2018; SOUSA et al., 2013; SHARMA et al.,
2021; SAYADI et al., 2020).

2.4.3 Biomarcador genotoxico

O termo mais amplo “genotdxico” € usado para se referir a substancias quimicas capazes
de induzir efeitos adversos em componentes genéticos por meio de uma variedade de
mecanismos, incluindo mutacdo, mas ndo necessariamente a capacidade de causar alteracdes
hereditarias (WHO, 2020), portanto os biomarcadores genotéxicos sao importantes ferramentas
para avaliar os efeitos de substancias quimicas, radiacdo e outros agentes fisicos e bioldgicos
ao interagirem com DNA e a probabilidade de desenvolvimento de doencas relacionadas
(HASSELGREN et al., 2019).

Um exemplo de biomarcador genotoxico é a técnica de micronucleo. Os Micronlcleos
(MN) séo fragmentos de cromossomos acéntricos ou cromossomos inteiros que falham no
momento da diviséo celular e ndo sdo incluidos no nucleo da célula-filha, no final da tel6fase
durante a mitose. Esses cromossomos deslocados ou fragmentos cromossdmicos acabam sendo
envolvidos por uma membrana nuclear e, exceto por seu tamanho menor, sdo morfologicamente
semelhantes aos nucleos ap0s a coloragéo nuclear convencional (FENECH et al., 2011).

Ao utilizar essa técnica, observa-se a quantidade de microndcleo gerado e ndo reparado
pelas células, durante a divisdo celular, podendo, entdo, avaliar o potencial mutagénico dos
contaminantes presentes no ambiente. (SOUZA e FONTANETTI, 2006). Os eritrocitos de
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peixes podem ser facilmente analisados através desta metodologia, que apresenta analise
simples, confiavel, sensivel e de baixo custo (UDROIU 2006, POLARD et al., 2011).

No teste de MN, podem ser observadas também outras alteragdes que envolvem a
morfologia do envelope nuclear, chamadas de Alteragdes Morfoldgicas Nucleares (AMN), ou
apenas anomalias nucleares (AN), como o: a) Blebbed, ncleo com uma pequena invaginagao
no envoltério nuclear; b) Lobbed, nlicleo com uma invaginacdo maior do que o Blebbed;
c)Notched, nacleo com corte notavel no conteudo do material nuclear; d)Vacuolated, séo
nacleos que apresentam uma regido parecidas com vacuolos no seu interior (CARRASCO et
al., 1990), d) Binucleated cells, onde existem dois nucleos bem definidos na mesma célula; e)
Segmented, que sdo dois nucleos unidos por um filamento largo e, por fim, o f) Kidney-shape,
que possui nucleo dobrado em formato de rim. Quaisquer umas dessas alteraces podem ocorrer
qguando os animais entram em contato com poluentes (CARROLA et al., 2014; GRISOLIA,
2002).

Em estudos com peixes, em laboratdrio e em ambiente natural, utilizando concentragdes
diferentes de metais, microplasticos ¢ at¢é HPA’s foi observado pelos pesquisadores a
capacidade que os poluentes tém de afetar os eritrocitos de peixes, causando as mais diversas
anomalias nucleares, incluindo o aparecimento de diversos micronicleos e deixando o animal
propicio a mutacfes genéticas (HUSSAN et al., 2017; ESMAEILBEIGI et al., 2021;
KAMLESH et al., 2009; SOUZA et al. 2013; ALMEIDA et al., 2023).

Essas analises possuem grande importancia para identificar o quanto um poluente pode
interferir nas mudangas genéticas de um individuo, sendo assim considerado um biomarcador

capaz de avaliar a mutagenicidade e a biodiversidade genética da espécie.

2.5 METAIS EM AMBIENTES AQUATICOS

Os metais séo elementos presentes na natureza de diversas formas, sendo elas: livre ou
insolubilizado, como sulfetos, cloretos, arsenitos e carbonatos (ZAGATTO e BERTOLETTI,
2006). Podem ser considerados essenciais e ndo essenciais, sendo que a denominagdo dos
metais ndo os classificam como toxicos e ndo toxicos, pois mesmo 0s metais considerados
essenciais podem se tornar toxicos, dependendo das concentragdes e 0 tempo de exposi¢do aos
organismos. Da mesma forma, os metais ndo-essenciais, ndo sdo necessariamente toxicos, pois
sdo capazes de adquirir niveis de tolerancia no meio ambiente e aos organismos (NOVAES et
al., 2018).
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Sabe-se que para a manutencdo da salde dos seres vivos € necesséria a ingestdo
alimentar de metais essenciais, porém em pequenas quantidades, como: cobre (Cu), zinco (Zn),
ferro (Fe), manganés (Mn), e magnésio (Mg) (FERREIRA et al., 2013). J& os metais ndo
essenciais como o: aluminio (Al), merctrio (Hg), chumbo (Pb) e o cadmio (Cd) ndo sdo
necessarios para a dieta alimentar, pois ndo possuem nenhuma fungdo benéfica conhecida aos
animais (BAINY, 1998).

Desde o século XX, estudos mostram os efeitos deletérios dos metais em organismos
aquéticos devido a relatos da toxicidade de alguns sais metalicos no organismo dos peixes
(CUNHA, 2003). Assim, o monitoramento ambiental por meio da quantificacio de metais vem
ocorrendo com maior frequéncia.

Essas analises surgiram com a intencdo de identificar e quantificar componentes
quimicos presentes no meio aquatico, podendo verificar se as quantidades encontradas estéo
bioacumulando e afetando a salde dos organismos aquéticos, causando alteracbes em sua
morfologia ou fisiologia (ARANTES et al., 2016). E necessario também avaliar se esses
organismos estdo aptos para consumo humano, pois a literatura indica que o acimulo destes
elementos quimicos nos peixes podem causar distirbios no crescimento, na reproducéo,
alteracbes histopatoldgicas na pele, branquias, figado, baco, rins de animais e quando
bioacumulados podem também prejudicar a saude publica (DALLINGER; RAIMBOW, 1993;
VITEK et al., 2007; ARANTES et al., 2016).

No ambiente aquatico, 0 aumento ou aparecimento de metais pode ser de origem
antrépica, ou natural. E, devido ao aumento da populacdo e das movimentacGes industriais,
pesquisadores tém monitorado mais precisamente a contaminacdo por metais em Orgaos e
tecidos musculares de peixes, e nos sedimentos de estuarios (MENDIL e ULUOZLU 2007;
RAHMAN et al.; 2012).

Porém, o acumulo de metais nos tecidos ou érgaos esta ligado diretamente a espécie do
peixe, ao tipo de tecido e ao tipo de metal a que o animal possa ter sido exposto. Por exemplo,
Arantes et al. (2016) identificaram em sua pesquisa que os niveis de Hg e Pb em tecido muscular
de bagres (Pseudoplatystoma corruscans) foram maiores ou semelhantes comparados com o
tecido do figado e do bago, da mesma espécie. Ja Varol et al., (2022) encontraram acumulos de
metais maiores em branquias, figado e pele dos peixes C. carpio, T. tinca e C. gibelio do que
em musculo dos mesmos peixes analisados. A quantidade e a distribuicdo de metais no meio
aquatico dependem de varios fatores, como a geologia local, as atividades humanas e as

condigdes ambientais (OLIVEIRA et al., 2011). Por isso, 0 monitoramento regular da qualidade
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da &gua e do sedimento é importante para identificar possiveis fontes de contaminacdo em

estuarios.

2.5.1 Cobre

O cobre pode ter sido o primeiro metal a ser descoberto e utilizado pelo homem. E um
elemento encontrado na natureza, principalmente nos minerais calcocita, calcopirita e
malaquita e também na turquesa, um mineral bastante conhecido por sua beleza, porém nao t&o
abundante (RODRIGUES et al., 2012). Sua presenca em ambientes aquaticos pode ser devido
a fontes naturais, como a erosdo de rochas e solos e também por atividades humanas, através
da mineracdo, descargas de efluentes industriais e a utilizacdo de pesticidas em areas agricolas
préximas ao estuario (SIMONATO et al., 2016).

E um elemento essencial para a vida dos organismos aquéticos, atuando em diversas
funcBes celulares, como cofator de enzimas antioxidantes, pode fazer parte da biossintese de
neurotransmissores e atuar na respiracao celular (GROSELL, 2002). O excesso desse mineral
pode causar alteracdes nas funcgdes fisiologicas, na morfologia dos érgédos respiratorios e na
resposta imunoldgica, aumentando a suscetibilidade dos peixes a infeccbes (FERRARI et al.,
2004).

Dentre as patologias desencadeadas devido a exposicdo cronica dos peixes ao cobre
estdo: 0 aumento do consumo de oxigénio, diminuicdo da atividade locomotora, aumento dos
niveis de linfocitos, proliferacdo de células epiteliais nas branquias e intestino,
imunossupressao, respostas hematopoiéticas alteradas, entre outros (HANDY, 2003).

Animais aquaticos expostos ao cobre mostram suas patologias mediante alteracdes
observadas nas branquias, figado, intestino, rins, masculo e no sistema reprodutor (HANDY,
2003). Paula et al. (2021), ao analisar cobre em peixes de diferentes habitos alimentares,
observou que os animais de habito alimentar carnivoro, apresentaram menos estresse oxidativo
na espécie e menos acimulo do metal em seu tecido muscular, porém 0s peixes onivoros
tiveram aumento de metais nas branquias, figado e intestino, além de danos ao DNA. Em

humanos, o excesso de cobre pode causar problemas cardiovasculares (NUNES et al., 2016).

2.5.2 Cadmio

O cadmio é um metal que ocorre naturalmente na crosta terrestre e pode ser encontrado

em solos, sedimentos, rochas e minerais (MINEROPAR, 2005). E geralmente encontrado em



29

combinagdo com outros minerais, como a esfalerita (sulfeto de zinco), a greenockita (sulfeto de
cadmio) e a smithsonita (carbonato de zinco) e também € produzido por atividades humanas,
como a mineracgdo, a producdo de metais ndo ferrosos, a queima de combustiveis fésseis, a
fabricacdo de baterias, a producdo de plasticos e outros produtos quimicos (MINEROPAR,
2005; SOUZA, 2018). Como resultado dessas atividades, o cadmio pode ser liberado no meio
ambiente, contaminando o solo, a &gua e o ar.

E um elemento essencial ao bom funcionamento dos organismos, porém a grande
concentracdo de cadmio no ambiente aquético ocasiona a bioacumulagdo nos rins e figado dos
animais, devido a sua taxa de eliminagdo ser lenta (ATLI; CANLI, 2010; MATOVIC et al.
2011; SILVA et al., 2021).

Os organismos expostos ao excesso de cadmio podem sofrer danos no DNA,
(MATOVIC et al. 2011) e danos reprodutivos nos peixes, causando incapacidade do animal
chegar a maturagdo gonadal (ALKIMIN, 2016), assim como também pode ocasionar a desova
prematura e interfere nas taxas de crescimento e na sobrevivéncia dos espécimes (BENOIT et
al., 2011). Algumas outras disfuncdes provocadas pelo acumulo de cadmio no organismo dos
peixes sdo: natacao erratica, alteracbes hematoldgicas e mortalidade (ATCHISON et al., 1987,
COSTA; HARZ, 2009; CUl et al., 2011).

Os seres humanos, mesmo quando expostos a baixas concentracdes de cadmio, porém
por longos periodos, podem sofrer com a perda total ou parcial do olfato, problemas
respiratorios, perda de peso, problemas gastrointestinais, diminui¢do da taxa de hemoglobina

no sangue, hipertenséo, aterosclerose, doencgas cronicas em idosos e cancer (DEMAYO, 1981).

2.5.3 Chumbo

O chumbo é um metal cinza-azulado encontrado em pequenas quantidades na crosta
terrestre, geralmente associado a minérios, principalmente aos que contém zinco. (SOUZA,
2018; MINEROPAR, 2005). Esse elemento pode ser obtido principalmente a partir da galena
(sulfeto de chumbo) e, secundariamente, de cerussita, anglesita, boulangerita, bournonita,
piromorfita, jamesonita e wulffenita (MINEROPAR, 2005).

E um elemento liberado ao ambiente aquatico por atividade antropogénica,
principalmente emisséo de fundices e fabricas de baterias (SOUZA, 2018). Totalmente toxico,
ndo apresenta fungdes ou beneficios aos organismos (BILANDZIC et al., 2011; ERSOY;
CELIK, 2010). O chumbo pode ser encontrado em sedimentos e agua de estuarios,

especialmente em locais proximos a fontes de contaminagdo, como portos, areas industriais e
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urbanas, incluindo deposigao atmosférica e escorrimento superficial de areas urbanas e rodovias
(DEER et al., 2008; SOUZA, 2018).

A literatura afirma que a absorcéo do chumbo pelos organismos depende do tempo de
exposicao, do pH do ambiente e da temperatura da agua, podendo causar alteragdes em peixes,
tais como: alteragBes histopatoldgicas, deformidades, anemia hemolitica, alteracGes
neurotoxicas e comportamentais, e inibicdo da sintese de hemoglobina com dias de exposicéao
em altas concentracfes, podendo continuar no organismo dos animais mesmo removendo 0
contaminante (DAVIES et al., 1976; BURGGER; GOCHFELD, 2000; BOSCO-SANTOS et
al., 2012).

Este elemento ndo é metabolizado pelo organismo humano e se acumula continuamente
no organismo, podendo atravessar a barreira hematoencefalica e placentaria, causando danos
ao sistema cardiovascular, neurotoxicidade, nefrotoxicidade e danos hematologicos. Em
criangas pode causar também menor quociente de inteligéncia e deficiéncia cognitiva
(GARCIA-LESTON et al., 2010; YOUSAFZAI et al., 2009; MOREIRA e MOREIRA, 2004).

A presenca de chumbo em estuarios pode representar um risco para 0S 0rganismos
aquaticos e para a saude humana, especialmente para as comunidades que dependem dos

recursos do estuario para alimentacao e subsisténcia.

2.5.4 Zinco

O zinco é um dos elementos mais comuns na crosta da terrestre e é encontrado na terra,
solo e agua, e é obtido principalmente da esfalerita, smithsonita, hemimorfita e franklinita, além
da hopeita e willemita (MINEROPAR, 2005). O principal uso desse elemento é na
galvanizacdo, nas ligas metalicas, nos vidros, plasticos, borrachas, tintas, lubrificantes, na
indUstria farmacéutica e construgdo civil (PADIAL, 2008).

Esse elemento entra em abundancia no meio ambiente, devido ao resultado de agdes
humanas, como a mineracdo, queima de carvdo, de lixo e producdo de aco (VAZ e LIMA,
2003). Embora o zinco seja um elemento essencial e considerado um cofator de enzimas
diretamente envolvidas no metabolismo dos peixes (TAPIA et al., 2012; RERHIEVWIE et al.,
2015), sua bioacumulacéo tecidual pode causar disturbios reprodutivos e crescimento lento,
devido a sua toxicidade (NTIFORO et al., 2012 e MASOOD et al., 2021).

Khan et al., (2022) mostram que, ao submeter tilapias (Oreochromis mossambicus) a
nanoparticulas de zinco em diferentes concentracfes, por um determinado periodo, houve um

grande impacto nos padrées hematoldgicos e lesdes histopatoldgicas nas branquias de peixes
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expostos. Pode-se observar, entdo, que o uso indiscriminado de zinco ou de solugfes associadas
a zinco, tem potencial para causar alteracdes nos parametros hematoldgicos e arquitetura
histoldgica dos peixes (KHAN et al., 2022).

O excesso de zinco para humanos em niveis elevados de ingestdo pode interferir
na lipoproteina metabdlica, incluindo niveis de colesterol, lipoproteina de alta densidade e

lipoproteina de baixa densidade e uma resposta imune prejudicada (NRIAGU, 2019).

2.5.5 Ferro

O ferro esta entre os elementos quimicos mais abundantes e esta presente na natureza
principalmente na forma de hidroxidos e oxi-hidroxidos, geralmente na forma cristalina.
Geralmente é encontrado em grandes jazidas, na forma de minerais com teores variaveis. O
ferro apresenta propriedades quimicas e fisicas importantes para o sistema bioldgico, fisico e
quimico da natureza (DUARTE, 2019).

Esse elemento chega ao ambiente aquatico de forma natural através da sedimentacao ou
através das agdes antropicas, como os efluentes industriais, fundicdo, mineracdo, efluentes
domesticos, soldagem, escoamentos urbanos e fertilizantes (JESUS, 2011; MILAZZO, 2011;
LUCAS; BARRELLA, 2015).

O actmulo de ferro no meio aquatico pode ocasionar disfuncGes no metabolismo dos
peixes. Singh et al. (2019) ao estudarem o efeito de doses significativas de ferro em peixes,
observaram que 0s animais tiveram seu mecanismo de defesa antioxidante comprometido,
devido a um aumento significativo na peroxidacdo lipidica, juntamente com uma reducéo
significativa nos sequestradores de radicais livres, como superoxido dismutase e catalase, e
também alteracdes histopatoldgicas nas branquias e acimulo de ferro nos tecidos e 6rgaos.

Para os seres humanos, o ferro é considerado um dos elementos mais importantes, pois
participa dos processos hepaticos, e também atua no transporte de oxigénio por meio da
hemoglobina, € um componente ativo de diferentes enzimas, ocasionando o crescimento do
individuo, desenvolvimento intelectual e imunocompeténcia (SOUZA, 2009; BIRUNGI et al.,
2007, EFSA, 2015). Porém, seu excesso pode causar danos ao sistema gastrointestinal,
hepatico, pancreéatico e cardiovascular. (EFSA, 2006; ALMEIDA e AFONSO, 1997; EFSA,
2015).


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/lipoprotein
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/catalase
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2.5.6 Magnésio

E o oitavo elemento mais abundante na crosta terrestre, estando presente em rochas na
forma de carbonatos e sulfatos insoltveis e também como silicatos e na clorofila (DECHEN e
NACHTIGALL, 2007). E encontrado na composicdo da estrutura Gssea e é um cofator de
diversas reacOes enzimaticas, principalmente as que envolvem a sintese ou a utilizacdo de ATP
(EFSA, 2015b).

Pode ser considerado um contaminante comum em ecossistemas aquaticos quando
derivado da minerac&o, calagem, fertilizacao, sendo originado da lixiviacdo de minerais estéreis
(sem aproveitamento comercial), como as ligas metalicas (SINCLAIR et al., 2013; GRIFFITH
etal., 2012).

Na literatura, os dados sobre a toxicidade de magnésio em peixes sdo escassos, sendo
assim necesséario o estudo direcionado e isolado do efeito de grandes doses em peixes, pois
doses de suplementacdo do magnésio em humanos acima de 2500 mg podem causar
aparecimento de hipermagnesemia toxica, associada a hipotensao ou fraqueza muscular (EFSA,
2006), além de efeitos no sistema nervoso central (ROBERT et al., 2001), confirmando a

necessidade de estudos mais aprofundados para peixes estuarinos.

2.5.7 Aluminio

O aluminio € o terceiro elemento mais abundante na crosta terrestre, ficando depois
apenas do oxigénio e do silicio (EXLEY, 2009), porém o aluminio ndo é um metal encontrado
em estado puro na natureza, ocorrendo na forma combinada com rochas e outros minerais
(RODRIGUES et al., 2021). Segundo Medeiros (2009), o aluminio € um elemento muito
utilizado pelas indudstrias. Podendo ser utilizado na fabricagdo de automoveis, utensilios de
cozinha, aeronaves (LEE, 2000) e até mesmo em estacGes de tratamento de agua (OLIVEIRA
etal., 2017).

Ele chega ao meio aquéatico proveniente de residuos industriais e de esgotos,
ocasionando alteragbes na saude dos organismos aquaticos (OLIVEIRA et al., 2011). O
aluminio causa desequilibrio iGnico em peixes, alteracbes reprodutivas, de crescimento,
podendo até acumular no tecido muscular dos animais aquaticos e trazer transtornos para a
salde publica (CAMARGO et al., 2009; CORREIA et al., 2021). Segundo Garcia-Medina
(2011), organismos aquaticos, tais como algas, peixes e anfibios que estdo em contato direto

com a agua, séo bem mais sensiveis ao aluminio no meio aquatico.
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Em seres humanos, o aluminio pode ser responsavel também por aumentar o risco de
doencas que afetam os sistemas imunoldgico, nefroldgico, circulatorio, esquelético e
neuroldgico (WALTON, 2011).

2.6. HPA’s (HIDROCARBONETOS POLICICLICOS AROMATICOS)

Os hidrocarbonetos aromaticos sdo compostos que contém anéis benzénicos
condensados, sendo aqueles com mais de um, chamados de hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPA’s) (UNEP, 1992; NRC, 2003), e sdo considerados mais toxicos que 0S
compostos alifaticos (TIBURTIUS, 2004). Devido a sua estrutura possuir dois ou mais anéis
aromaticos, eles possuem pontos de fusdo e ebulicdo altos, baixa pressdo de vapor e baixa
solubilidade em &gua e, assim, causam grandes impactos no meio aquatico, sendo considerados
poluentes organicos (GACHANJA e MARITIM, 2019,).

Séo provenientes da combustdo incompleta de combustivel fossil e biomassa, de
vazamentos de petréleo bruto e seus derivados, rompimento de dutos e despejo de refinarias e
poluicdo atmosférica, depositados em estuarios através da lixiviacdo e das chuvas (GESAMP,
2007).

Diversos animais aquaticos metabolizam HPA’s, principalmente por oxigenacao
enzimatica em éter, fendis e conjugados solGveis em agua para que, assim, esses organismos
tenham maior facilidade de excrecdo (GACHANJA e MARITIM et al., 2019). Em ambientes
marinhos, as principais fontes de HPA’s sdo a deposi¢cdo atmosférica, residuos urbanos,
efluentes de &guas residuais, descargas industriais e derramamentos de combustiveis fosseis
(DOUBEN, 2003).

Embora existam centenas de compostos HPA no meio ambiente, 16 deles séo
considerados poluentes prioritarios pela United States Environmental Protection Agency
(USEPA), que necessitam de monitoramento a ser realizado periodicamente (AZEVEDO et al.,
2004; FERREIRA, (2021). Sdo eles: o naftaleno, acenaftileno, acenafteno, fluoreno,
fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno, benzoantraceno, criseno, benzopireno,
benzofluoranteno, benzofluoranteno, benzopireno, dibenzoantraceno, benzoperileno e
indenolpireno (COTTA et al.,, 2008; OBUCHI et al., 1984). Estes HPA’s possuem alta
toxicidade carcinogénica e mutagénica para 0s peixes e bastante persisténcia no ambiente
(COTTA et al., 2008).

Dentre os HPA’s que necessitam de monitoramento, classificamos o acenafteno e o

naftaleno para serem analisados e discutidos neste estudo.
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2.6.1 Acenafteno e naftaleno

Esses compostos organicos entram no ambiente aquatico, muitas vezes por meio de
processos como craqueamento do petrleo em fragGes mais leves, combustdo incompleta de
motores de carros e caminhdes, incéndios florestais com a queima de material celulésico, e
também por movimentacdo portudria e queima de carvdo, ocasionando poluicdo no meio
aquatico, que atingem o0s animais e vegetais que ali vivem (ZHANG et al., 2008;
YANCHESHMEH et al., 2014; ABDEL- SHAFY; MANSOUR 2016; ALMEIDA et al., 2018).

O acenafteno é de grande importancia industrial, pois € utilizado na fabricacdo de
corantes plasticos, inseticidas e pode ser encontrado na destilacdo do carvdo (FERREIRA,
2021).

Zhang et al. (2023), ao submeter o zebrafish (Danio rerio), a diferentes concentragdes
de acenafteno, encontrou em seu organismo anomalias na morfologia celular e espacos
intercelulares aumentados com o aparecimento de vacuolos no grupo de organismos expostos
a alta concentracdo. Os vacuolos indicam acumulo de lipidios e estresse oxidativo através da
producdo de ROS, levando a danos nas mitocondrias e ativacao de vias associadas a inflamacéo
e apoptose, resultando em hepatotoxicidade do organismo, sendo danos ao metabolismo do
figado.

Ja o naftaleno é um hidrocarboneto policiclico aromatico que possui 0 nome popular de
naftalina e possui propriedades parecidas com as do benzeno, cuja molécula é constituida por
dois anéis benzénicos condensados (FERREIRA, 2021). Mehra e Chadha et al. (2021) ao
submeter Channa punctatus a concentragdes elevadas de naftaleno, encontraram alteragdes nas
analises genotoxicas (testes de micronicleo e cometa), caracterizando que quanto a maior
concentracdo desse HPA, mais erros de DNA ocasionaram em eritrocitos de peixes.

Os HPA’s causam grande impacto em eritrocitos de peixes de area impactada, podendo
ser um agravante para a mutacdo genética e, assim, causam risco de extin¢do para a

biodiversidade aquética.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS UTILIZADOS NA PESQUISA

Espécimes de peixes Sciades herzbergii (Figura 1) foram coletadas no ano de 2020 e
2021, totalizando quatro coletas e 68 exemplares. O protocolo de pesquisa foi aprovado pelo
comité de ética da Universidade Federal do Maranhdo (CEUA), de acordo com a Lei n®11.794,
de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), registrada sob o
protocolo de nimero 23115.030805/2018-23 e tambem foi obtido a licenca SISBIO/ICMBIio

protoco de numero 65479-1.

Figura 1: Exemplar de Sciades herzbergii. Foto do acervo pessoal do autor.

3.2. AREA DE ESTUDO

A éarea de estudo é uma area de intensa movimentacao pesqueira, cercada por moradias
e é a area onde dois grandes rios (Munin e Itapecuri) deseguam. Esta situada em um estuério
localizado na Baia de Sao José, Ilha do Maranhéo, Estado do Maranh&o, na regido da costa
maranhense (2°30'56.12"S e 44° 4'23.06"0), conforme ilustrado na Figura 2.
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Figura 2. Localizagdo do sitio amostral, no estuério da Baia de S&o José, Golfdo Maranhense,
Brasil.

3.3. AMOSTRAGEM

As capturas foram realizadas com o auxilio de armadilhas com estrutura de madeira em
formato natural e cobertas por uma malha de polietileno, denominada popularmente como
manzué ou covo, na qual se utilizou a isca natural, possibilitando assim a entrada e manutencéo
dos espécimes Vivos.

As amostras foram processadas e analisadas no Laboratério de Tecnologia Aplicada a
Reprodugéo e Produgdo de Organismos Nectdnicos da Universidade Federal do Maranh&o
(TARPON - UFMA), com apoio do Laboratoério de Biologia Molecular (LABIMOL/UEMA),
do Laboratério de Pesquisa em Quimica Analitica (LPQA/UFMA) e do Laboratério de
Morfofisiologia Animal/Universidade Estadual do Maranhéo.

Imediatamente ap6s a captura, os animais foram anestesiados por imersao em solucéao
de benzocaina na concentracdo de 0,1 g/L e coletada amostra de sangue por puncdo das
branquias dos peixes com seringa heparinizada (Liquemine, Roche®). Em seguida foi realizada
a técnica do esfregaco sanguineo para a realizacdo de analise de micronucleo.

Posteriormente, apds a submersao dos peixes a benzocaina e a retirada do sangue, 0s

espécimes foram eutanasiados por exposi¢do a agua gelada e imediatamente submetidos a
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laparotomia para permitir a coleta de fragmentos de 6rgaos (gbnadas e branguias) e tecidos
musculares armazenados individualmente para analise laboratorial. Os dados biométricos dos
peixes foram medidos com um ictibmetro, em escala de medicdo de 1 mm. Foram medidos 0s
seguintes parametros biométricos: comprimento total (TL), que correspondeu a distancia (em
cm) da ponta da extremidade cranial até a extremidade da nadadeira caudal; e comprimento
parcial (PL), que correspondeu a distancia da ponta da extremidade craniana até a Ultima
vertebra. Posteriormente, o peso total (PT) foi registrado em balanca de precisdo (precisdo =

0,01 gramas).

3.4 PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS

Em cada local de coleta dos peixes, foram registrados 0s seguintes parametros da agua:
pH, oxigénio dissolvido, salinidade e temperatura. Os referidos pardmetros foram medidos com
auxilio de Kit multiparametro da marca Asko®, modelo AK 88, que possui 0 termémetro nas

sondas.

3.5 QUANTIFICACOES DE METAIS NO TECIDO MUSCULAR

As amostras musculares dos espécimes de peixes capturados foram acondicionadas em
gelo e levadas ao Laboratdrio de Toxicologia da Universidade Estadual do Maranhéo.

Para a realizagdo das andlises de metais, as amostras foram submetidas & secagem em
estufa por 72 horas a 50 °C, para evitar degradacdo (WOSNICK et al., 2021) depois foram
pulverizadas com gral e almofariz. Cerca de 0,59 de material seco foi submetido a processo de
digestdo acida com 2 mL de HNOs, 2 mL de H20. e 2 mL de agua ultrapura (AMAYO et al.,
2016; RODRIGUEZ-IRURETAGOIENA et al., 2016). As concentracdes dos elementos
metalicos (Cu, Zn, Fe, Mg, Al, Pb e Cd) no tecido muscular de peixes foram determinadas
usando a espectrometria de emissdo Optica com plasma - ICP-OES Optima 8300, Perkin
Elmer®. A precisdo de medicao foi determinada com base em curvas-padrao construidas a partir
de solucGes padrdo de Cu, Zn, Fe, Mg, Al, Pb e Cd (Standard Reference Material 3114; Instituto
Nacional de Padrdes e Tecnologia, Gaithersburg, MD, EUA) (PINHO, BIANCHINI, 2010;
CARVALHO et al.,2013; DA SILVA et al., 2014; RIGHI, 2014).
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3.6 HIDROCARBONETOS POLICICLICOS AROMATICOS (HPA’s)

A coleta de agua para estudo de HPA’s (Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos) foi
realizada em garrafa @mbar, no mesmo local da colheita dos espécimes. As garrafas foram
previamente lavadas com detergente comum em agua corrente e posteriormente em banho de
imersdo de Extran® (neutro a 5%) por aproximadamente 24 horas. Apds o banho as garrafas
foram enxaguadas em agua ultrapura e secos em estufa a 100°C, por aproximadamente 24 horas.
As amostras foram armazenadas em gelo e transportadas até ao Laboratorio de Pesquisa em
Quimica Analitica da Universidade Federal do Maranhdo (LPQA-UFMA), no qual foi realizado
voltametria de pulso diferencial (VPD) para identificagio dos HPA’s. Os experimentos
voltamétricos foram realizados no potenciostato modelo pautolab-2 da Ecochemie® aclopado a
um computador dotado de uma interface GPES da Metrohm-Autollab® Para ajustes da
concentracéo hidrogenibnica foi utilizado um pHmetro, modelo 300 - Analyser®, contendo um
eletrodo de vidro acoplado e calibrado diariamente com tamp@es comerciais de pH 4, 7 e 10
(Merck®). Um sistema de banho ultrassénico foi utilizado para remogéo de possiveis particulas
de carbeto de silicio provenientes do processo de polimento que ficam impregnadas na
superficie do eletrodo.

Para a realizacdo do procedimento eletroanalitico, utilizou-se uma solugdo tampéo,
Britton Robinson® (BR) de concentracdo 0,2 mol/L e com pH 2,0 previamente padronizado
com hidroxido de sédio (NaOH) 0,1 mol/L. Foram avaliados a presenca do pireno, naftaleno,
acenafteno na agua da baia de Sao José (FERREIRA et al., 2019).

Os experimentos eletroquimicos foram realizados em uma célula eletroquimica
confeccionada em vidro Pyrex com capacidade de 10 mL, contendo os eletrodos de referéncia:
Ag/AgCl, contendo KCI 3,0 molL?, eletrodo auxiliar de platina (Pt) e o eletrodo de trabalho de
carbono vitreo (ECV), com area de 0,123 cm? (FERREIRA et al., 2019).

Antes da realizacdo de qualquer experimento, a agua passou por um tratamento de
filtracdo em um filtrilo. Para a obtencdo de uma superficie ativa e reprodutivel, o ECV foi
submetido a um polimento manual em suspensdo de alumina com granulagdo 0,3 pm. Em
seguida, o eletrodo foi lavado com agua purificada, e, posteriormente, levado para um sistema
de banho ultrassénico durante trés minutos, para a remogéo de impurezas.

Ap0s a remocdo das particulas no banho de ultrassom, o método para a modificagdo do
ECV foi o de adsorgdo irreversivel. Primeiramente foi feita uma solu¢do metandlica de CoPc

(ftalocianina de cobalto) na concentragéo de 1x0-3 mol/L, contendo 5% de nafion. Em seguida,
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foi pingado no eletrodo uma quantidade de 10pL em sua superficie, esperando-se a secagem e,
em seguida, mergulhando na solucéo eletrolitica (FERREIRA et al., 2019).

3.7 ANALISES HISTOPATOLOGICAS E MACROSCOPICAS EM GONADAS

Para identificar os sexos, os peixes foram dissecados e as gdnadas removidas, pesadas
e examinadas. Em seguida, foi registrado o peso eviscerado dos peixes. Os estadios de
desenvolvimento das gonadas de ambos os sexos foram verificados macro e microscopicamente
para deteccdo do sexo e avaliacdo histopatoldgica do tecido gonadal.

Ap0s a caracterizacdo, as gonadas foram pesadas em balanca analitica com precisao de
0,01 gramas para realizar o calculo do indice Gonadossomatico (IGS). Em seguida, fragmentos
foram retirados da porgdo medial da génada e fixados em solucéo de Bouin® (75 mL de solugéo
saturada de acido picrico, 20 mL de formaldeido a 37-40% e 5 mL de &cido acético glacial) por
24 horas e, em seguida, desidratadas em séries crescentes de alcoois, diafanizados em xilol,
impregnados e embebidos em blocos de parafina, seccionados em cortes de 2 a 5 um e corados
em laminas por Hematoxilina-Eosina® (HE) (YOSHIDA, 1964). Os IGS foram calculados
considerando a relacéo entre o peso das gonadas e o peso total de cada peixe menos o peso das
gbnadas em gramas (IGS) = PG/PT*100 segundo metodologia descrita por VAZZOLER
(1996).

As analises histologicas dos danos reprodutivos/gonadais em fémeas foram baseadas na
presenca de foliculos atrésicos, centros de melanomacréfagos, retracdo e aglomeragdo
citoplasmatica (LOUIZ et al., 2009; VIGANO et al., 2010), para as quais foram contados até
100 ovdcitos de cada gbnada, para calcular a média de alteracBes. Ainda, como a espécie
apresenta grandes ovécitos ocupando a cavidade celomética quando maduros, em alguns casos,
apenas a quantidade existente no ovario foi contada.

Em machos, a analise foi baseada na presenca de células germinativas sinciciais,
vacuolizadas, com centro melanomacrdéfagos e aumento de espaco no intersticio entre 0s
I6bulos testiculares (LOUIZ et al., 2009), a contagem da frequéncia dos danos nos testiculos de

cada peixe foi analisada por percentual de area.

3.8 ANALISES HISTOLOGICAS EM BRANQUIAS

Os arcos branquiais direitos dos espécimes foram retirados e fixados em formaldeido a

10%. No laboratério de Morfofisiologia Animal/lUEMA, o segundo arco branquial foi
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descalcificado em &cido nitrico a 10% por seis horas e em seguida o material foi desidratado
em série crescente de alcoois (70%, 80%, 90%), diafanizado em xilol, impregnado e incluso
em parafina. Os cortes transversais para a confec¢do de laminas com Sum de espessura ¢ em
seguida as laminas receberam coloragdo de hematoxilina (HE) e eosina (EO) (LUNA, 1968)
para posterior leitura e anélise das lesdes branquiais.

As alteracOes histologicas branquiais foram avaliadas pelo método semi-quantitativo
para cada peixe ao término de todas as coletas por meio da leitura de 200 lamelas para

identificacdo do percentual das alteracGes, adaptado de Poleksic e Mitrovic-Tutundzic (1994).

3.9 TESTE DE MICRONUCLEO

As laminas de esfregagos sanguineos preparadas em campo foram levadas ao
Laboratdrio de Biologia Molecular (LABIMOL/UEMA), secas por 24 horas em temperatura
ambiente, submersas em metanol por 15 minutos e posteriormente coradas com GIEMSA a
70% e tampdo fosfato de sdédio monobasio (0,2 M) a 30%, segundo metodologia adaptada de
Pinhati et al. (2006).

Foram realizadas duas laminas por peixe e em cada [dmina foram analisadas mil células,
totalizando a leitura de duas mil células por peixe, em microscopio de luz convencional (100x)
para a contagem dos micronucleos e detec¢do de anormalidades nucleares (AN) como: blebbed,
lobbed, belbbed, notched, vacuolated, binucleo, segmented e kidney-shape (CARROLA et al.,
2014).

3.10 ANALISES ESTATISTICAS

Para apresentacdo e analise dos dados foram calculadas as médias simples das
caracteristicas avaliadas (dados biométricos e analises fisico-quimicas) e seus respectivos erros-
padrdo. Também foram aferidas as frequéncias percentuais das alteracdes (histoldgicas e
genotoxicas) encontradas nos exemplares coletados, que foram discutidas de forma descritiva.

A influéncia dos compostos contaminantes sobre a ocorréncia de patologias nos
especimes amostrados, bem como as relagcdes entre as mesmas, foi avaliada pelo método de
Andlise de Componentes Principais (ACP). Foi feito o biplot de Anélise de Componentes
Principais (PCA) aplicada a relagdo entre varidveis de micronucleo, alteracdes histopatoldgicas
e metais em tecidos de S. herzbergii na Baia de Sao José. Todas as analises foram realizadas
com auxilio do software Statistica 7.1.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS
Os resultados das médias dos valores da maioria dos parametros fisico-quimicos da
agua da Baia de S&o José analisada durante as coletas ficaram dentro dos critérios
recomendados pelas resolugbes n® 357/2005 e 430/2011 do Conselho Nacional do Meio

Ambiente —- CONAMA, Tabela 1.

Tabela 1: Parametros fisico-quimicos da 4gua da Baia de S&o José-MA.

Meédia das coletas  Valores recomendados (Brasil)*

+ EPM
pH 6,8+0,3 6,5-8,5
Temperatura (°C) 28,7+0,2 28 - 32°C
Oxigénio dissolvido (mg/L) 4,1 +0,09 > 5 mg/L
Salinidade 13,0+ 0,6 < 30%o

* média £ EPM (erro padrdo da média); mg: miligramas; L: litros. Valores recomendados Brasil:
Resolu¢ces CONAMA n°357/2005 e 430/2011.

Ao analisarmos os padroes fisico-quimicos da dgua do estuario da baia de Sdo José-MA,
0 oxigénio dissolvido foi a variavel que estava fora dos limites da resolucdo brasileira, em que
foi encontrado o valor médio de 4,1 mg/L, sendo que as resolugcdes CONAMA de n° 357/2005
e 430/2011, padronizam um valor de 5 mg/L para aguas de ambientes estuarinos. E essa variavel
€ um dos componentes primordiais no controle da qualidade da &gua, pois a presenca de
oxigénio na agua é que fornece a sobrevivéncia da vida bioldgica (SALMASI et al., 2021).

A diminuicdo de oxigénio na agua significa que este ambiente se encontra sob grande
demanda de matéria organica (CASAGRANDE et al., 2006), grande parte oriunda de
lancamentos de esgotos domésticos e de efluentes industriais nos corpos d’agua (ZENI et al.,
2009). Nascimento et al. (2020), ao estudarem aguas de estuarios tropicais no estado de
Pernambuco, também identificaram baixa de oxigénio dissolvido e o associaram a grandes
acles antropicas na regido.

Albuquerque et al. (2023) também apontaram médias baixas para oxigénio dissolvido
em coletas em &guas estuarinas do rio Perizes, Golfao Maranhense, ao analisarem as

concentracdes de metais (Al, Cu, Fe, Mn, Zn, Ni e Hg) em tecido muscular de Genyatremus
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luteus, Macrodon ancylodon, Sciades herzbergii e Mugil curema. Esses autores corroboram
para o resultado dessa pesquisa, onde mesmo em regides diferentes, estuarios antropizados
tendem a ter uma oxigenacao baixa, devido o acimulo de matéria organica e contaminantes.
Isso pode afetar diretamente a respiracdo dos organismos aquaticos, prejudicando a
conservacao e a biodiversidade que depende desse ecossistema para sobreviver.

Ja a variavel do pH, teve um resultado médio de 6,8, levemente acido, porém dentro da
normalidade estabelecida pelas Resolucbes CONAMA n° 357/2005 e 430/2011, que sugere pH
de até 6,5 em &guas estuarinas, porém Billah et al., (2016) afirmam que a acidificacdo das aguas
estuarinas é devida aos ambientes aquéticos estarem sob influéncia de decomposigao de matéria
organica proveniente do escoamento (BRASIL, 2005; BRASIL, 2011; BILLAH et al., 2016).

Raj et al., (2023), ao analisarem o estuario de Miri, Noroeste de Bornéu, regido que sofre
interferéncia bioquimica, observaram resultados similares. Os resultados encontrados na
literatura confirmam que o estuario da baia de Sdo José esta recebendo um aporte de matéria
organica elevado. Podendo confirmar que quanto mais matéria organica um estuario estiver
recebendo, mais o pH ira baixar, podendo debilitar a satde dos peixes.

A salinidade e o pH tém uma grande importancia para a biota e nos processos
biogeoquimicos dos estuarios (SARATHY et al., 2022). A salinidade da agua analisada neste
trabalho (13 %o) esteve dentro dos padroes CONAMA, Resolugdes n° 357/2005 e n° 430/2011,
que estabelece valores menores que 30%o para &guas salobras. Vineetha et al. (2020)
encontraram valores similares para aguas estuarinas ao estudarem impactos de inundacdes e
metais no estuario de Cochin, um estuario eutréfico ao longo da Costa Sudoeste da india
(VINEETHA et al., 2020), indicando que a salinidade dos estuérios baia de S&o José esta dentro
da normalidade ao esperado para agua de estuario, pois é uma variavel que dificilmente
aumenta, pois o aporte de adgua de rios e de outras fontes, recebidas diariamente, dilui a agua
salgada e mesmo estuarios antropicos de outras localidades, ndo tiveram diferencas de
salinidade. Ja a variacdo da temperatura na agua € influenciada pelo ciclo das marés, pela
velocidade da vazao do rio, pelas condi¢Ges atmosféricas e pela poluicdo marinha (SUZZI et
al., 2023; BILLAH et al., 2016). Neste trabalho o valor médio encontrado para temperatura foi
de 28,7°C, estando conforme os padroes CONAMA, Resolucdes n° 357/2005 e n° 430/2011
para dgua de estuario. Suzzi et al. (2023), ao estudarem as consequéncias do aumento de
temperatura em agua de estuarios ao longo do Lago Macquarie, identificaram aumento de
patdgenos intestinais em peixes (Pelates sexlineatus) e comprovaram suas consequéncias
também nas mudancas fisico-quimicas dos sistemas estuarinos e consequentemente no ciclo de

vida dos especimes que deles dependem. Afirmando que a satde dos animais que vivem em


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653523001042#bib7
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estuarios depende de um bom equilibrio de temperatura e para que isso ocorra, O
biomonitoramento constante dos parametros fisico-quimicos, na baia de Sdo José € de suma
importancia.

Os parametros fisicos-quimicos da agua do estuario da baia de Sdo José, mostram,
através de suas variagdes, mesmo em pequena proporcao, o0 impacto que esse ecossistema
estuarino esta sofrendo devido a a¢des antropicas, corroborando com os parametros que Cabral

et al. (2020) encontraram, para estuarios proximos, com demanda de contaminantes.

4.2 ANALISE DE HPA’s

Na analise da agua da baia de Sdo José-MA foram detectados dois tipos de HPA’s
(Figura 3), o acenafteno e o naftaleno, cujos valores encontrados foram: 0,678mg/L e
0,024mg/L; esses valores foram concluidos, apo6s a realizacdo do voltamograma de pulso
diferencial que mostram 0s picos de cada HPA’s

(Figura 3).

15

06 08 10 12 14 16
E/V vs Ag/AgCl

Figura 3 VVoltamogramas de pulso diferencial usando ECV/CoPc em diferentes concentragdes
de ACE e NAF respectivamente (1) Amostra real; (2) 0.0383 mg/L e 0.0319 mg/L (0.249 pumol
L1 e 0.249 pmol L); (3) 0.0766 mg/L e 0.0637 mg/L (0.497 umol L e 0.497 pumol L1); (4)
0.0152 mg/L e 0.0126 mg/L (0.99 pmol Lte 0.99 pmol L) of buffer solution BR 0,2 mol L-
1, pH 2, v = 0,025 V s-1. Mostrando que o primeiro pico na imagem & caracterizado pela
presenca do acenafteno e o segundo pico € o naftaleno. Cada cor indica uma concentracdo
diferente de HPA'’s, a linha preta é a amostra real da agua e a linha vermelha, a azul e a lilas
séo as confirmagdes de cada pico, com concentragdes acima da amostra real.
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Apds valores encontrados com o voltamograma, foram realizados calculos da equacéo
linear da reta (Figuras 4 e 5) para confirmar a eficiéncia e o valor real de cada amostra.

.25 i [LTL ] [(%-L ] R 1] s [FLL 1.2%

[ACE) molL

Figura 4. Grafico da curva de adicdo padrdo obtido por VPD empregando-se o0 ECV/CoPc em
diferentes concentragdes de ACE, Tamp&o BR 0,2 mol L, pH 2, saturado com N2, = 0,050 V s¥,
amplitude de pulso de 70 mV. NAF (1) amostra real; (2) 0.0383 mg/L (0,249 umol L1); (3) 0.0766
mg/L (0,497 umol L) e (4) 0.0152 mg/L (0,99 pmol L) de ACE

0.25 . 025 05 075 100 125
[NAF]/ molL*

Figura 5: Grafico da curva de adicdo padréo obtido por VPD empregando-se o0 ECV/CoPc em
diferentes concentragdes de NAF, Tampédo BR 0,2 mol L, pH 2, saturado com N2, = 0,050 V s,
amplitude de pulso de 70 mV. NAF (1) amostra real; (2) 0.0319 mg/L (0,249 pumol LY); (3) 0.0637
mg/L (0,497 umol L) e (4) 0.0126 mg/L (0,99 pmol L) de NAF.

Na Resolugdo CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente) N° 357, de 17 de
marc¢o de 2005, foi observado que ndo existem valores minimos permitidos para o acenafteno

e 0 naftaleno em &guas salobras, porém essa resolucéo apresenta valores minimos para outros
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HPA'’s, constatando que os valores de acenafteno e naftaleno (0,678mg/L e 0,024mg/L)
encontrados nessa pesquisa, estdo acima dos menores valores permitidos para outros tipos de
HPA’s descritos na resolucéo.

Devido os HPA’s ndo terem nenhuma funcéo bioldgica no meio ambiente, autores como
Pinheiro-Sousa et al. (2021) e Almeida et al. (2021) também analisaram estuarios no norte da
Amazonia brasileira, proximos a portos industriais e identificaram alteracGes histoldgicas e
genotoxicas, respectivamente, e as relacionaram aos oligoelementos e HPA’s da regido.
Concluindo que as alteracGes histopatoldgicas e genotoxicas em S. herzbergii encontradas em
nosso estudo podem estar ligadas diretamente aos HPA’s e oligoelementos. Sendo assim, esse
estudo mostra que regides que recebem interferéncia de contaminantes, industriais e/ou
residuais estdo diretamente ligadas com o aparecimento de HPA’s na dgua e no sedimento
(DUBIN, 2003).

Isso também demonstra que o sistema estuarino da baia de S&o José, no Maranhdo, esta
recebendo aporte de efluentes contaminados em sua coluna d’agua, devido agdes
antropogénicas, como movimentacdo de portos pesqueiros, esgotos domésticos e urbanizacao

desordenada na regido, podendo acarretar prejuizo na saide dos animais e publica.
4.3 ANALISES DE METAIS EM TECIDO MUSCULAR DE PEIXES
As concentracdes de metais encontradas no tecido muscular de exemplares de S.

herzbergii, na baia de Séo José, MA, mostram concentracdes de aluminio, chumbo, cadmio,
cobre, zinco, ferro e magnésio (Tabela 2).
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Tabela 2: Média * erro-padrdo da média dos metais monitorados nos tecidos musculares de
peixes da Baia de S&o José, Brasil (Al: Aluminio; Cu: Cobre, Zn: Zinco; Fe: Ferro; Mg=
Magnésio; Pb: Chumbo; Cd: Cadmio.

Baia de S&0 José-MA REFERENCIA/ LQ
BRASIL
mg/kg mg/kg
Al (Total)  384,98+6,63 (298,39 a 435,57) 0,10
Pb (Total) * (1,17+0,06) (0,52 2 1,59) 0,30 mg/Kg * 0,10
Cd (Total) < 0,100 0,05 mg/Kg * 0,100
Cu (Total) (3,16+0,42) (1,81 a8,57) 30,0 mg/Kg ** 0,20
Zn (Total)* (50,62+9,94) (18,92 a 226,66) 50,0 mg/Kg ** 0,01
Fe (Total)*  (152,55+3,06) (124,88 a 183,17) 14 mg/dia*** 0,05
Mg (Total)*  (840,15+16,77) (662,51 a 974,93) 260 mg/dia*** 0,10

“ANVISA RDC42/2013 e ANVISA/DC N° 88 DE 26/03/2021 (Limites maximos para alimentos).
““Decreto n° 55.871, de 26 de marco de 1965 (Limites maximos para alimentos).

““Resolucdo-RDC Ne 269, DE 22 de setembro de 2005 (Limites maximos para alimentos)

--- Sem limite minimo de consumo de aluminio em alimentos na legislacéo brasileira (Limites maximos
para alimentos).

LQ: Limite de Quantificagcdo

" Elementos acima da tolerancia maxima permitida pelos 6rgdos competentes, para alimentos.

Os resultados encontrados para metais em tecido muscular de pescado neste trabalho
foram: Al (384,98 mg/Kg); Pb (1,17 mg/Kg); Cd (<0,100); Cu (3,16 mg/Kg); Zn (50,62
mg/Kg); Fe (152,55 mg/Kg); Mg (840,15 mg/Kg). E mostraram concentragcdes de metais no
tecido acima do permitido pelas resolu¢bes nacionais (DECRETO N° 55.871 DE 1965,
ANVISA RDC42/2013 E ANVISA/DC N° 88 DE 26/03/2021 RESOLUQAO-RDC N° 269 DE
2005).

As resolucdes estabelecem valores maximos para Pb de 0,30mg/Kg, Cu 30 mg/Kg, Zn
50 mg/Kg, Cd na concentracdo de 0,05mg/Kg, para o Al ndo existe citagdo nas resolucoes
nacionais que estipulem valores para consumo, para o Fe e 0 Mg séo definidos valores para
consumo diario de 14 mg/dia e 260 mg/dia, respectivamente. Confirmando que os valores
desses elementos nesse estudo, estdo acima do limite, s6 ndo para o cobre, que estava abaixo
do permitido e para o cadmio, que nao foi possivel a leitura, devido o resultado ter sido abaixo
do limite de deteccdo do ICP-OES.

E embora as resolugdes estipulem valores minimos para alguns metais, pode-se afirmar

gue a existéncia de metais nos estuarios, podem causar riscos a saude dos peixes, Woshick et
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al. (2021), ao estudarem as consequéncias dos metais na salude de espécies de tubarbes
residentes, concluiram que existe uma relacao direta entre a quantidade de metais e a alteracéo
do estresse oxidativo nas espécies. Montes et al. (2023), ao encontrarem metais em peixes
Sciades herzbergii, obtiveram respostas que quanto maiores as concentracfes de metais nos
masculos de Sciades herzbergii, mais graves sdo as altera¢fes histologicas nas branquias,
corroborando com os resultados encontrados nesse estudo, que mostram diversas alteracdes
histologicas nas branquias, gonadas e alteracbes genotoxicas em Sciades herzbergii
relacionando-as diretamente com metais em tecido muscular.

Podendo também confirmar, que ambientes que recebem aportes de contaminantes
industriais ou domésticos, como o0s estuarios da baia de S&o José-MA, tendem ao aumento de
metais em seu curso d’agua e em tecidos de organismos aquaticos. Autores como Ribeiro et al.
(2020) e Noleto et al. (2021), encontraram metais em ostras ao estudarem estuarios da baia de
Sao José-MA, area que recebe aportes de efluentes urbanos sem tratamento.

Silva et al. (2023) encontraram Fe, com valores elevados em cinco espécies de peixes
(Sciades herzbergii, Cetengraulis edentulus, Macrodon ancylodon, Pseudauchenipterus
nodosus e Stellifer rastrifer) em trés baias no Maranhdo, que recebem interferéncia de zonas
industriais e esgotos domésticos sem tratamento. Ja Mohiuddinin et al. (2022), ao estudarem
um estuario com aporte de residuos urbanos intenso no Oceano indico, encontraram Zn, ao
analisarem peixes (Otolithoides pama), e Juan et al. (2009), encontraram quantidades de Zn e
Pb alteradas em tecido muscular de duas espécies de peixes (Sparus aurata e Solea
senegalensis), em estuarios proximos a parques industriais na Espanha.

Diante destes resultados, conclui-se que o fato da regido da baia de Séo José-MA, ser
um ambiente estuarino e receber efluentes oriundas de diversas fontes, € um fator determinante
para a contaminacao do estuario. Ressalta-se que os peixes estdo sofrendo alteracGes em seus
6rgdos, podendo ocasionar deficiéncia na reproducédo e na manutencdo do estoque desta espécie,
além de ser um possivel potencial de risco para satde da populagéo ribeirinha, bem como para
os consumidores de pescado proveniente da regido estudada, uma vez que ha confirmacéo da
presenca de metais acima do permitido pelas agéncias reguladoras (FAKHRI et al., 2018).

A exposicdo de peixes a um ou mais metais, & chamada de mistura metalica e pode
causar a distribuicéo idnica em diferentes padrdes nos tecidos, facilitando o acimulo de metais
e ocasionando a mudanca na fisiologia da espécie (RAJESHKUMAR; L1, 2018).
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4.4 BIOMETRIA E INDICE GONADOSSOMATICO

As médias encontradas para as variaveis biométricas dos espécimes foram
respectivamente de 300,7 £ 17,639 (117 a 730g) para peso corporal total, 32,01 £ 0,57 cm (24
a 43 cm) para comprimento total. A média do indice gonadossomatico foi de 1,3 + 0,279 (0,03
a 12 g), narelacdo entre o peso de todas as gonadas e dos espécimes estudados.

Esses valores, em comparacdo ao ja encontrados na literatura, mostram que 0s peixes
da baia de S&o Jose estdo com grau de desenvolvimento dentro do esperado, pois Sousa et al.
(2013) encontraram médias parecidas do peso total e comprimento total desta espécie em areas
menos impactadas de uma baia no estado do Maranh&o. Porém ao compararmos os valores do
GSI da S&o José com os dados encontrados na literatura para essa espécie, observa-se que 0
desenvolvimento das gonadas esta abaixo do esperado (SOUSA et al., 2013).

A sugestdo apontada pela atual pesquisa é que trabalhos futuros, na baia de Sdo José,
realizem as comparacfes com as médias encontradas neste trabalho, para analisar se os valores
do peso total, comprimento total e do GSI desse estudo, estdo sofrendo com 0s impactos
antropogénicos na regido, com o passar dos anos, e, uma vez que, como Ribeiro et al. (2012)
relatam, as espécies que habitam em areas impactadas usam o estoque de energia disponivel do
seu crescimento para realizar a desintoxicagdo de contaminantes.

Afirmando essa ideologia, Wang et al. (2021), ao submeterem espécimes de Oryzias
melastigma a concentracdes variadas de microplasticos, tiveram o peso corporal e 0 GSI dos
peixes diminuido significativamente em todas as concentra¢fes que 0s animais foram expostos,
e Tetreault et al. (2011) ao analisarem peixes (Etheostoma blennioides e Etheostoma
caeruleum) da bacia hidrografica do Grand River em Ontario, Canadé, identificaram que 0s
peixes machos que estavam expostos a esgotos apresentaram diminui¢do do GSI, além de baixa
producdo de testosterona e 11-cetotestosterona in vitro.

Diversos trabalhos mostram que animais que vivem em ambientes contaminados
também tendem a apresentar maturacdo inadequada das gbnadas devido a inibicdo do
estrogénio induzida por poluentes (SUEIRO et al., 2022; VAZZOLER, 1996; KIME, 1995). O
excesso de alguns contaminantes em ambientes aquaticos pode afetar diretamente o sistema
reprodutivo dos peixes, afetando a continuidade da espécie (Luiz et al., 2009; SUEIRO et al.,
2022; KIME, 1995).

Neste contexto, vale a pena lembrar que, em trabalhos cujos objetivos envolvam
avaliagbes reprodutivas, a seletividade da arte de pesca quanto a maturidade, estagio

reprodutivo e eventualmente sexo, é extremamente importante. Na pesquisa aqui apresentada,
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0 Mazua foi eficiente em selecionar espécimes de tamanho compativel com a maturidade
sexual, os quais tém maiores chances de contato com poluentes ao longo da vida, portanto,
maior probabilidade de manifestar alteracdes em seu organismo. Feitosa et al. (2019) e Cunha
et al. (2014) corroboram que o método de captura é capaz de realizar a seletividade do tamanho
e sexo dos peixes capturados, dependendo da malha, local e iscas utilizadas na armadilha.

4.5 ANALISES HISTOLOGICAS (GONADAS E BRANQUIAS) E GENOTOXICA

As andlises histopatoldgicas mostram alteracGes nas gbnadas (melanomacréfagos em
fémeas e machos, retracdo citoplasmatica ovocitaria e ovdcitos atrésicos em fémeas) e nas
branquias (hiperplasia lamelar, deslocamento do epitélio lamelar, congestdo lamelar e fusao
lamelar). Na analise genotdxica houve a presenga de microndcleo. As analises mostram

alteragBes em todos os especimes estudados (Figura 6).

s Pt : .

Figura 6 Principais danos celulares em exemplares de Sciades herzbergii coletados na baia de
S&0 Jose-MA, em 2020 e 2021. A: (40x) Melanomacrdfagos em testiculos (Me/seta); B: (40x)
Melanomacréfagos em ovario (Me/seta); C: (20x) Atresia ovocitaria (At/seta); D: (20x)
Ovacitos com Retracdo Citoplasmatica (Cr/seta); E: (40x) Hiperplasia branquial (Hy/seta);
F:(20x) Deslocamento do epitélio branquial (De/seta); G: (20x) Congestdo Branquial (Co/seta);
H: (40x) Fusdo Lamelar Branquial (Lf/seta); I: (100x) Micronucleo em Eritrdcito (Mi/seta).
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Nas gbnadas foram encontradas altera¢cdes: De melanomacrofagos, observados em
100% dos individuos, com frequéncia de 4,81+0,52% (1 a 20%); Ovdcitos atrésicos
2,88+0,61% (0 a 13,33%) e Retracdo citoplasmatica Ovocitaria 5,69 £1,13 (0 a 28,57%), onde
cada ovacito foi avaliado cuidadosa e individualmente, para que ndo houvesse confusdo entre
artefato de técnica e alteragdes teciduais nas génadas.

Na analise histoldgica das branquias foram encontradas alteracdes como: hiperplasia
16,11+1,89% (0 a 47,5%), deslocamento do epitélio lamelar 40,76+3,08% (0 a 90%), congestao
6,51+0,87%; (0 a 35,5%) e fusdo lamelar 6,51+1,07%; (0 a 35,5%), sendo que em todos 0s
animais foram encontradas todas ou parte dessas alteragoes.

As alteracGes genotdxicas encontradas em todos 0s peixes desse experimento foi apenas
a de microndcleo, com frequéncia de 58,98+3,73 (10 a 205) em 2000 células por peixe e em
porcentagem esse valor fica 2,95+0,19% (0,55 a 10,25%). As demais anomalias nucleares, tais
como blebbed, lobbed, belbbed, notched, vacuolated, bintcleo, segmented e kidney-shape, ndo
foram identificadas.

Devido os contaminantes serem capazes de causar diversas alteracdes histologicas em
animais, neste estudo, ao ser identificado alteragdes como os melanomacréfagos em uma média
de 4,81+0,52% (1 a 20%), foi apurado que sdo células pertencentes ao sistema imunol6gico
inespecifico (Louiz et al., 2009) e estdo intimamente associadas com processos inflamatérios
crénicos.

Os melanomacréfagos produzem e armazenam melanina, a qual exerce a funcdo
antioxidante na célula, pois absorve e neutraliza os radicais livres produzidos pelos
xenobioticos (ZUASTI et al., 1989). E esse resultado é bem demonstrado na literatura, por
Fanali et al. (2021), que ao submeterem espécimes de Physalaemus cuvieri (Anura) ao contato
com benzopireno em laboratério, identificaram o aumento de melanina em células de
melanomacrofagos, mostrando que este fendmeno era proveniente da acdo antioxidante das
células para desintoxicagcdo, um mecanismo regulado para combate a degeneracéo celular.

A presenca de melanomacrofagos também foi identificada por Marty et al. (2003) ao
analisar outros 6rgdos de peixes que tiveram contato direto com ambiente aquatico contaminado
com HPA'’s, e por Qualhato et al. (2018), que associa melanomacrofagos a oxido de ferro em
figados de Poecilia reticulata. Corroborando com os dados encontrados neste trabalho, onde o
PCA correlacionou os metais (Fe, Al, Cu, Pb) aos melanomacrofagos.

Também foi encontrado no trato reprodutivo dos peixes deste estudo, ovécitos atrésicos
com média de 2,88+0,61% (0 a 13,33%), essa alteracdo € caracterizada por zona radiada
quebrada associada a proliferacdo de células foliculares (Louiz et al., 2009), e também as
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retracdes citoplasméticas ovocitaria 5,69 +1,13 (0 a 28,57%), que consistem na aglomeracdo
carioplasmatica, gerando um espaco entre este e o citoplasma que ocasionam a méa formacéo da
célula ovocitéria, interferindo na reproducao da espécie (LOUIZ et al.; 2009).

Correia et al. (2021), confirmam que contaminantes causam altera¢des reprodutivas ao
submeteram fémeas de Astyanax altiparanae a altas concentracdes de Al em pH &cido, em
laboratdrio, e constataram diminuicdo dos hormonios reprodutivos, uma vez que este metal ja
foi anteriormente apontado como causador de alteragdes nos parametros reprodutivos de peixes
(KIDA et al., 2016; PINHEIRO et al., 2020). Ja Louiz et al., (2009) ao estudarem efeitos de
HPA’s na reproducdo Gobius niger do lago Bizerta-Tunisia, observaram os mesmos tipos de
alteracdes encontradas em nosso estudo e eles também comprovaram que onde as alteracGes
por HPA’s e metais eram maiores, as alteracdes nas gonadas também aumentavam e
consequentemente diminui a fertilidade dos peixes. Embora a contaminacdo do ambiente
aquatico por metais, possam ocorrer em baixas concentracGes, € importante lembrar que a
exposicdo dos peixes ocorre de maneira prolongada e cronica, aumentando o risco alteracdes
reprodutivas que podem acarretar reduc@es das comunidades. Além da possibilidade de ocorrer
0 sinergismo das substancias no meio (RODRIGUES et al., 2019).

Os dados encontrados na literatura sobre contaminantes em meio aquético, confirmam
os dados encontrados na baia de S&o José, que, mesmo em pequenas quantidades, os metais e
os HPA’s em ambiente aquético, tém a capacidade de alterar o bom funcionamento dos 6rgaos
reprodutivos e consequentemente podem afetar a reproducéo dos peixes.

As andlises histoldgicas das branquias, nesse estudo, também apresentaram alteraces,
como: deslocamento do epitélio lamelar 40,76+3,08% (0 a 90%), que é considerado um
indicativo de edema intercelular (SACHI et al., 2021; SAKURAGUI et al., 2003); hiperplasia
lamelar 16,11+1,89% (0 a 47,5%), que € resposta do organismo para compensar os disturbios
osmoticos e eletroliticos em peixes (SACHI, et al., 2021; MALLAT, 1985) e podem levar a
fusdo parcial ou total das lamelas 6,51+1,07%; (0 a 35,5%) reduzindo a area de superficie de
trocas gasosas (SAKURAGUI et al., 2003) e, por fim; congestdo lamelar 6,51+0,87%; (0 a
35,5%), que sdo alteragdes que causam disturbios circulatorios, podendo afetar até as trocas
gasosas nos peixes (SACHI, et al., 2021).

A partir de estudos realizados em outras espécies, como o de Esmaeilbeigi et al., (2021)
que, ao analisarem peixes da espécie Rutilus frissi kutum, em diferentes concentragdes de
benzopireno (HPA) em laboratorio, encontraram as mesmas alteracGes (hiperplasia,
deslocamento do epitélio, fusdo lamelar) do presente estudo. Ja Palaniappan et al. (2008);
Sharma et al. (2021); Sayadi et al. (2020); e Tesser et al. (2020), ao estudarem as acdes de
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diferentes metais nos organismos dos peixes, como 0 cobre nas espécies Catla catla e
Prochilodus lineatus, zinco em Cirrhinus mrigala e ferro em Capoeta fusca, identificaram
variadas alteracGes histologicas, como congestdo, hiperplasia, fusdo lamelar, deslocamento do
epitélio e até anemia (PALANIAPPAN et al., 2008; SHARMA et al., 2021; SAYADI et al.,
2020; TESSER et al., 2020), sugerindo que a baia de Sdo José esta sobre aporte de
contaminantes, que estdo afetando os 6rgaos respiratorios dos exemplares de S. herzbergii de
nosso estudo, que dependem diretamente desse ambiente para sobreviver.

Essas alteragOes branquiais derivam da tentativa do organismo em se defender do efeito
deletério dos poluentes aos 6rgdos vitais. No entanto, este € um processo que afeta a respiracdo
e a sobrevivéncia dos organismos, pois causam desorganizacdo em suas estruturas de trocas
gasosas e fluxo sanguineo (CAMARGO; MARTINEZ, 2007) e, felizmente, sdo consideradas
lesGes leves, permitindo a recuperacgéo da estrutura e da fungéo dos tecidos branquiais, quando
a qualidade do meio aquatico melhora. Por outro lado, estas mesmas alteragdes podem progredir
para estagios mais severos, dependendo do tempo de exposicdo dos animais a aguas poluidas
(POLEKSIC; MITROVIC-TUTUNDZIC, 1994; SAYADI et al., 2020).

Os resultados da analise de micronucleo apresentaram alteracdes como resultado de
danos ao DNA, detectados pelo aparecimento de microndcleos eritrocitarios em S. herzbergii
com a frequéncia de 58,98+3,73 (10 a 205) em 2000 células por peixe e em porcentagem esse
valor fica com o percentual médio de 2,95+0,19% (0,55 a 10,25%). Esse resultado pode ser
comparado com os resultados de Almeida et al. (2021) que encontraram micronucleo para a
mesma espécie de peixe em outra baia do Maranhdo, porém devem ser divididos, uma vez que,
na metodologia por eles utilizada, realizavam a contagem de apenas de 1000 células por peixe.
Apds adaptacao, o resultado encontrado para os peixes da baia de Sdo José esta na mesma média
do resultado de microndcleo encontrado por Almeida et al. (2021) em ambiente impactado,
mostrando que a baia de Séo José esta recebendo um aporte de poluentes, que estdo colaborando
para o surgimento de maiores quantidades de erros ao DNA a espécie Sciades herzbergii.

Os danos ao DNA causados por contaminantes podem ser reparados pelas células de
forma natural, para que ndo se tornem mutagdes, porém quando essa taxa ndo diminui e o animal
continua exposto, mesmo em baixas doses dos contaminantes, a célula para de realizar este
reparo e a probabilidade para mutagdes aumenta, e, caso essa condi¢do ocorrer em muitos
individuos a viabilidade da manutencdo da espécie fica comprometida, podendo ocorrer
alteracdo na biodiversidade (ALMEIDA et al., 2021).

Diversos autores encontraram micronucleos em diferentes espécies de peixes em

distintas proporgdes, intensidades e/ou tempo de exposi¢do a contaminantes no meio aquatico.
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Tendo sido observados, por exemplo, ao analisarem HPA’s (benzopireno) em individuos de
Rutilus frissi kutum, investigando Channa punctata submetidos a diferentes concentracGes de
cobre, e Centropomus parallelus em diferentes concentragdes de metais, deste modo, esses
autores sugerem quanto maiores as concentracdes de poluentes, maior a presenca de danos ao
DNA e posteriormente se tornar uma mutagdo genética (HUSSAN et al., 2017;
ESMAEILBEIGI etal., 2021; KAMLESH et al., 2009; SOUZA et al. 2013). Corroborando com
0 resultado desse estudo, que obteve o valor de micronucleo proximos ao encontrado por
Almeida et al, (2021) da mesma espécie de peixe (S. herzbergii) em area mais impactada.

De acordo com todos os resultados obtidos nesse estudo, ficou claro que além dos
diversos prejuizos a salude dos animais aquaticos, a poluicdo dos estuarios possui grande
potencial para o risco a satde dos seres humanos, que se utilizam deste recurso pesqueiro como
fonte regular de alimentagdo. Portanto, os resultados desta pesquisa demonstram a necessidade
de ampliarmos as investigagdes nesses ambientes, de suma importancia para a manutencao da
biodiversidade Amazonica, para que, assim, possamos desenvolver politicas para mitigar a

degradacdo desses habitats aquaticos.

4.6 ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (ACP)

A relacdo entre as variaveis melanomacrofagos, retracdo citoplasmatica ovocitaria,
ovocito atrésico, hiperplasia das branquias, deslocamento do epitélio lamelar, fusdo lamelar,
congestdo lamelar, micronucleo e analises de metais, foram investigadas por meio da Analise
de Componentes Principais (ACP) apresentada na Figura 7. Os resultados, explicaram 45,21%
da variacéo total dos dados, mostrando que a variavel principal foi a de melanomacréfagos que

estdo associados aos metais (Figura 7).
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Figura 7: Biplot de Anéalise de Componentes Principais (PCA) aplicada a relacdo entre
variaveis de microndcleo, alteracfes histopatologicas e metais em tecidos de S. herzbergii na
Baia de Sdo José. ATR = foliculos ovarianos atrésicos; MMC = melanomacrofago ovariano;
RET = retracdo citoplasmatica ovocitaria; MN = micronucleo; BH = hiperplasia branquial; BF
= fusdo lamelar branquial; BC = congestdo lamelar branquial; BD = deslocamento do epitélio
branquial, Zn = Zinco; Al = Aluminio; Pb = Chumbo; Fe = Ferro; Cu = Cobre; Mg = Magnésio.

Os metais Al, Pb, Fe, Cu, juntos, explicam a variagdo total dos danos de MMC. Ja Mg
e Zn estdo mais associados aos danos de hiperplasia das branquias. A atresia folicular e retracdo
citoplasmatica ovocitaria foram associadas entre si, mas fracamente relacionadas aos metais,
assim como também ocorreu entre microndcleo e deslocamento do epitélio branquial, e entre
fusdo e congestdo lamelar.

A associacdo dos melanomacrofagos aos metais € um dos dados mais relevantes dessa
pesquisa, pois na literatura existem trabalhos que relacionam esse tipo de alteracdo em outros
orgdos a metais ¢ HPA’s (MARTY et al., 2003 e FANALI et al., 2021; QUALHATO et al.,
2018). Essa analise, portanto, através da ACP, mostra o aparecimento de melanomacrofagos
em gbnadas, sendo dados bem associados aos metais (Al, Fe, Cu e Pb), o que pode confirmar
que os contaminantes podem ocasionar alteracdes hormonais, de reproducdo e morfoldgicas
nas gonadas de peixes (CORREIA et al., 2021; VAZZOLER, 1996).

O segundo resultado mais relevante é o aparecimento de alteragdes de hiperplasia
lamelar correlacionado com magnésio e zinco, pois na literatura ndo existem dados sobre o

maleficio do acimulo de magnésio em peixes e, devido o resultado da ACP, pode-se observar
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que esse elemento estd associado diretamente a essa alteracéo, juntamente com o zinco, que é
um elemento que ja foi bem abordado na literatura e que comprova que 0 Seu excesso causa
alteracdes nos Orgdos respiratorios de peixes (PALANIAPPAN et al., 2008; SHARMA et al.,
2021; SAYADI et al., 2020; TESSER et al., 2020). As demais alteracfes, embora relacionadas
entre si, ndo estdo associadas diretamente a nenhum metal, podendo estes resultados estarem
mais associados aos HPA’s ou a outros xenobioticos. Novas abordagens com esse enfoque
podem ser realizadas no futuro por outras investigacdes, a fim de aprofundar o conhecimento

sobre a relagdo entre o tipo de xenobi6tico com a resposta bioldgica mais direta dos peixes.
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5. CONCLUSOES

Nesta pesquisa foram encontradas alteracdes reprodutivas e genotoxicas em exemplares
de Sciades herzbergii que podem estar associadas ao aporte de contaminantes, especialmente
pela relacdo de melanomacrofagos em gonadas associados aos metais (Al, Fe, Cu e Pb) que
também foram identificados na agua e no organismo dos animais coletados na baia de S&o José,
na costa maranhense. Isto evidencia que a poluicdo, além de afetar o meio aquético natural
(meio fisico), pode prejudicar o desenvolvimento, a sanidade e a reproducdo de S. herzbergii.

Os resultados da investigacdo aqui realizada sugerem que a relacdo de metais com o
bagre S. herzbergii (que é uma espécie consumida localmente) pode representar risco a
seguranca alimentar para os seres humanos (pelas vias de biomagnificacao, visto que os metais
se acumulam nos tecidos dos peixes), sugerindo a necessidade de mais pesquisas cujos
resultados contribuam com o monitoramento ambiental desta e de outras regides da costa

maranhense.
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Abstract
Estuaries are constantly subject to continuous environmental impacts of human activities, such as fisheries,
port or industry, and domestic sewage, with fish being one of the most affected aquatic animals, reflecting the
impacts directly on their bodies. Thus, the aim of this study was to carry out the biomonitoring of an estuary
located on the Amazonian Equatorial Coast through analysis of PAHs (Polycydic Aromatic Hydrocarbons) in the
water, in addition to trace metals, histopathological alterations and analysis of erythrocyte micronuclei in Sciades
herzbergii. S herzbergii was used as a model species, due toits estuarine-resident behavior. Gonad and gill samples
were subjected to histopathological evaluations. The quantification of trace metals was performed in samples of
skeletal muscles of the animals collected, where concentrations of Lead (Pb), Copper (Cu), Zinc (Zn), Cadmium (Cd),
Magnesium (Mg}, Iron (Fe) and Aluminum (Al) were found. Except for Cadmium (Cd), all the concentrations were
above the recommended limits. The PAHs analysis revealed the presence of Naphthalene and Acenaphthene in the
‘water samples Histopathological and genotoxic analyses revealed of lesions in 100% of the study specimens. Thus,
the histological and genotoxic alterations found in 100% of 5. herzbergii specimens captured in S3o José Bay-MA
are potentially associated with PAH concentrations presentin the water. These results are potentially associated
with the presence of PAH and trace metals, both in water and in animal tissues, inferring a general scenario of
environmental contamination which directly implies a risk to the health and survival of the local biota. This study
shows the relevance of continuous biomonitoring of estuarine ecosystems, in order to guide authorities regarding
sewage management and ensure the evolutionary development of estuarine species, especially fishes of importance
in the local cuisine, therefore related to human food security.

Keywords: biomonitoring, ecotoxicology, chemical compounds, trace metals, polycyclic aromatic hydrocarbon.

Resumo

0s estudrios estio constantemente sujeitos a impactos ambientais de atividades antropogénicas, como pesca,
movimentagdo portudria, indistria ou esgoto doméstico, onde os peixes sdo um dos animais aquiticos mais
atingidos, sendo capazes de refletir os impactos diretamente em seu organismo. Assim, o objetivo desse estudo
foi realizar o biomonitoramento de um estudrio da Costa Equatorial Amazdnica por meio de anilises de PAHs
(Hidrocarboneto Policiclico Aromaticos) na dgua, além de metais tracos, alteragdes histopatoldgicas e andlises
de micronideos eritrocitirios em Sciades herzbergii.. O 5 herzbergii foi utilizado como espécie modelo, devido
seu comportamento estuarine residente. Amostras de gonadas e branquias foram submetidas a avaliagbes
histopatolégicas. A quantificagio de metais tragos foi realizada em amostras de misculos esqueléticos dos animais
coletados, onde foram encontrados teores de Chumbo (Pb), Cobre (Cu), Zinco (Zn), Cadmio (Cd), Magnésio (Mg),
Ferro (Fe) e Aluminio (AL), e foram encontradas em concentragdes acima dos limites recomendados, 3 excegdo
do Cadmio (Cd). A anilise dos PAHs revelou a presenga de Maftaleno e Acenafteno nas amostras de gua. Andlises
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histopatoldgicas e genotoxicas revelaram lesdes em 100% dos espécimes estudados, resultados estes, potencialmente
associados a presenca de PAH e de metais tragos, tanto na dgua quanto nos tecidos animais, comprovando um
cendrio geral de contaminagao ambiental implicando diretamente em risco a satde e sobrevivéncia da biota local.
Esse estudo mostra a relevancia do biomonitoramento continuo dos ecossistemas estuarinos, afim de nortear
autoridades no manejo de efluentes e assegurar o desenvolvimento evolutivo de espécies estuarinas, sobretudo
dos peixes de importancia na culindria regional, diretamente relacionados a seguranga alimentar humana.

Palavras-chave: biomonitoramento, ecotoxicologia, contaminantes quimicos, metais tragos, hidrocarboneto

policiclico aromatico.

1. Introduction

Estuaries are coastal environments located between the
mainland and the sea, in the transition zone (Kennish, 1992).
Due to their location, estuaries are subject to industrial and
domestic pollution, accumulating excessive amounts of
chemical elements (Meng and Liu, 2010). In the island of
Maranhao, located on the Equatorial Coast of the Brazilian
Amazon, estuaries are influenced by contaminants as trace
metal, fuel oils, ores released by activities in the port region
(Gonzalez-Gorbena et al., 2015), and by domestic sewage
(Franca et al., 2013). Which can be harmful to animal and
human health.

Trace metals and PAHs in aquatic environments might
bioaccumulate in the fish organism, due to direct contact
with water and also through food, after consuming
smaller organisms that inhabit that environment (van
der Oost et al., 2003). Their ingestion in large quantities
may cause chronic poisoning (Oliveira and Poletto, 2020).
Considered priority pollutants (Martins et al., 2015) the
PAHs (Polycyclic Aromatic Hydrocarbons), are composed of
fused benzene rings originated from petroleum (Douben,
immunotoxic, teratogenic and mutagenic, posing a risk
to human health (Martins et al., 2015) and marine life
(Silva et al., 2006).

Fish are one of the vertebrate superclasses most affected
by contaminants. Sciades herzbergii, is an abundant species
on the North-Northeast coast of Brazil, being an important
food resource for traditional fishing communities in the
region (Sousa et al., 2013). It is a species of demersal
habits that, throughout its biological cycle, resides in the
estuary (non-migratory) where it grows and reproduces
(Giarrizzo and Saint-Paul, 2008). According to Krumme
and Matthias (2008), the diet of S. herzbergii is based on
benthic invertebrates and crustaceans which makes them
have greater contact with estuarine substrates.

Histological analysis is considered one of the most
efficient techniques to investigate contamination of the
aquatic environment. It is very sensitive in diagnosing toxic
effects that directly affect animal tissues (Albinati et al,,
2009). Cellular genotoxic biomarkers are also important
bioindicators of contamination, as the presence of
micronuclei in erythrocytes from aquatic animals can
prove the occurrence of a genetic mutation (Souza and
Fontanetti, 2006).

Considering the increase in human activities close to
estuarine environments and the continuous need to monitor
these regions due to their importance for the ecosystem
and public health, in this work we aim to quantify PAHs
and histological and genotoxic biomarkers in Sciades
herzbergii in an estuary on the Amazon Equatorial Coast.

2/9

Our hypothesis is that resident estuarine fish may present
histological and genotoxic damage due to the presence
of chemical contaminants in the water and, in addition,
they serve as reference indicators for biological damage
resulting from environmental pollution”.

2. Material and Methods

2.1. Port areas and sampling

The study area is located near the main artisanal
fishing ports in the island of Maranhdo, an island of
great importance along the Amazonian Coast, where the
largest Brazilian port complex is located (2°31'51.30"S 44°
5'24.40"W) (See Figure 1). The catches were carried out
with a trap made of wood covered by a polyethylene mesh,
popularly known as manzua or covo. During sampling, in-
situ physical and chemical data were obtained, including
water temperature, salinity, pH, and dissolved oxygen.
The multiparameter kit was used in situ (Asko®, modelo
AK 88).

2.2. Experimental draw

This is a descriptive cohort study of 68 individuals
of Sciades herzbergii (44 females and 24 males), length
between 25 and 40 cm were collected in Sao José Bay, Island
of Maranhdo, Amazonian Equatorial Coast, in 4 stages,
between the years 2020 and 2021. After collection, the
following parameters were measured: total weight (TW),
eviscerated weight (EW), total length (TL), partial length
(PL) and furcal length (FL). Then the specimens were
anesthetized with benzocaine (1.0g/10L in estuary water),
previously diluted in ethanol (Ferreira et al., 1984), and
blood samples were taken from the branchial vasculature
(about4 mL) using 0.7 x 25 mm needles and insulin syringes
lightly moistened with anticoagulant (Liquemine®, Roche)
(Santos et al., 2009), immediate preparation of whole
blood smear on microscopy slides, in order to evaluate the
presence of micronuclei in erythrocytes (Fenech, 2000).

After blood collection, the specimens were again
submerged in water containing 3% Benzocaine for the
cessation of opercular movements, loss of skin sensitivity
and death (Santos et al., 2009), and transported in thermal
boxes with ice to the Laboratory of Technology Applied to
the Reproduction and Production of Nektonic Organisms
(TARPON) of the Federal University of Maranhdo (UFMA).
In the laboratory, the specimens were eviscerated. After
characterization, the gonads were weighed on an analytical
balance with a precision of 0.01 grams to calculate the
Gonadosomatic Index (GSt). Then, the gonads were fixed
in Bouin's solution (75 mL of saturated picric acid solution,
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Chemical and histological analyses of the Bay of S3o José-MA.

Figure 1. Sampling site: S3o José Bay, in the Island of Maranh3o, Brazil.

20 mL of 37-40% formaldehyde and 5 mL of glacial acetic
acid). The gill arches were fixed in 10% formalin for 24 hours
and then decalcified in 10% nitric acid for 6 hours (Poleksic
and Mitrovic-Tutundzic, 1994). After fixation, the medial
portion of the gonads of both ovaries and the second gill
arches were removed to be subjected to usual histological
routine Louiz et al. (2009).

2.3. Analysis of metals in fish muscles

Muscle samples were collected from the 68 captured
specimens and dried in an oven at 50°C., macerated and
stored in propylene bottles. Approximately 1 to 2 grams
(dry weight) was used to determine trace elements, by
the EPA 3050 B method - SMEWW 23rd Edition - Method
- 3130B. Soon after, acid digestion was carried out with
nitric acid HNO3 (65%, Merck®) and hydrogen peroxide
(37%, Merck®). Trace elements (Cu, Zn, Fe, Mg, Al, Pb and
Cd) were determined using inductively coupled plasma
optical emission spectrometry. (ICP-OES Optima 8300,
Perkin Elmer®). The recommended standard for trace
elements in fish muscle is showed in Table 1, according
to Decree (Brasil, 1965); Brasil (2005a, 2013, 2021) and
FAO (1983, 2003).

24. Chemical analysis of water

Polycyclic Aromatic Hydrocarbons were analyzed
according to CONAMA (Resolution N° 454/2012). The water
was collected directly in amber bottles previously washed
by immersion in a 5% neutral laboratory detergent

Brazilian Journal of Biology, 2022, vol. 82, e267996

(Extran® MA 02, Merck Millipore). The samples were
stored on ice and transported to the Research Laboratory
in Analytical Chemistry (LPQA) of the Federal University
of Maranhdo (UFMA). Then, the electroanalytical
technique of differential pulse voltammetry (DPV) (Mota,
2019), was used to identify the Polycyclic Aromatic
Hydrocarbons (PAHs). The voltammetric experiments were
carried out in a potentiostat (pautolab-II, Ecochemie®),
coupled to a computer equipped with a GPES interface
(Metrohm-Autollab®). For adjustments of the hydrogenic
concentration, a pH meter model Analyzer model pH 300®
with coupled glass electrode, calibrated with commercial
buffers of pH 4.7 and 10 was used. (Merck®). For the
electroanalytical procedure, Britton Robinson (BR) buffer
solution with a concentration of 0.2 mol/L and with pH
2.0 previously standardized with sodium hydroxide (NaOH)
0.1 mol/L' was used. The electrochemical experiments
were performed in an electrochemical cell made of Pyrex
glass (10ml) containing the electrodes: Ag/AgCl containing
3.0 mol/L* KC, as reference electrode, platinum electrode
(Pt) as auxiliary electrode and glassy carbon eletrode (GCE),
as working electrode. The area of GCE is 0.123 cm?, to
evaluate the presence of naphthalene and acenaphthene
in the water. The PAHs values were compared with Brasil
(2012, 2005b) and NOAA (2015) resolutions.

2.5. Biomarkers analysis

Histological analysis of reproductive/gonadal damage
in females were performed according to Louiz et al. (2009)
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and Vigano et al. (2010). In males, characterizations were
performed according to Louiz et al. (2009). The histological
alterations of the gills were classified according to ( Poleksic
and Mitrovic-Tutundzic, 1994). Histological readings were
performed with the aid of a light microscope with 10x
and 40x objectives.

Erythrocytes analyzes were performed by reading
2000 cells from each fish, using a 100x objective, where
the presence or absence of micronucleus-type anomalies
was identified (Fenech, 2000). The photomicrographs
of the lesions were captured in a photomicroscope
(AXIOSKOP®, Zeiss).

2.6. License and ethics declaration

The research protocol was approved by the Ethics
Committee for the Use of Animals (CEUA) of the Federal
University of Maranhao, in accordance with Law N° 11794,
of October 8, 2008, Decree N° 6899, of July 15, 2009, and
with the rules issued by the National Council for the Control
of Animal Experimentation (CONCEA), registered under
protocol number 23115.030805/2018-23. The SISBIO/ICMBio
license protocol was also obtained (number 65479-1).

2.7. Statistical analysis

The relationship between the variables was studied
through the principal component analysis (PCA) method,
using the Statistica 7.1 (TIBCO Software Inc., California,
USA) (Statsoft, Inc. Statistica) data analysis software
(StatSoft, 2007), producing a two-axis graph to illustrate the
importance of the main components in the total variation.

3. Results

3.1. Chemical analysis of water

During the sampling, the physicochemical characteristics
of the water were within the recommended by resolutions
n®357/2005 and 430/2011 of the National Council for the
Environment - CONAMA (pH 7.08; temperature 29.3 °C;
salinity 18.32%), except for dissolved oxygen (4.1 mg/L),

which was below the standard established for brackish
water (2 5 mg/L) (Brasil, 2005b).

Regarding the PAHs, the values found for Acenaphthene
and Naphthalene were 0.678mg/L and 0.024mg/L
respectively (See Figure 2).

3.2. Analysis of metals in fish muscle

The concentrations of metals {(as shown in the Table 1).
Lead, Zinc, Iron, Magnesium concentrations are above
those recommended by the guidelines and legal limits
established by the NATIONAL HEALTH SURVEILLANCE
AGENCY (ANVISA), resolutions RDC 42/2013 and DC No.
88 OF 03/26/2021, Decree No. 55,871 (March 26, 1965), and
by the Food and Agriculture Organization of the United
Nations (FAO) 1983 and 2003, FAO does not establish limit
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Figure 2. Differential Pulse Voltamograms using ECV/CoPc at
different concentrations of Acenaphthene and Naphthalene
respectively (1) real sample; (2) 0.0383 mg/L and 0.0319 mg/L(0.249
pmol L' and 0.249 pmol L'); (3) 0.0766 mg/L and 0.0637 mg/L
(0.497 pmol L' and 0.497 pmol L '); (4) 0.0152 mg/Land 0.0126 mg/L
(0.99 ymol L' and 0.99 pmol L) of buffer solution BR 0.2 mol L,
pH2,v=0025Vs'.

Table 1. Mean and standard error of metals monitored in the surface waters of S3o José Bay, Brazil.

Bay of Sio José-MA

mglKg REFERENCE | BRAZIL FAO LQ Mg/Kg
Al (Total) 384.98 (SE£6.63) -— — 0.10
Pb (Total) 117 (SE£0.06) 030 mg/Kg* 05 mg/Kg***** 0.10
Cd (Total) <0.100 0.05 mg/Kg* 0.1 mg/Kg***** 0.100
Cu (Total) 3.16(SE+0.42) 30.0 mg/Kg ** 30 mg/Kg™*** 0.20
Zn (Total) 50.62 (SE+9.94) 50.0 mg/Kg ** 30 mg/Kg**** 0.01
Fe (Total) 152.55(SE£3.06) 14 mg/day*** - 0.05
Mg (Total) 840.15 (SE16.77) 260 mg/day*** — 0.10

Al = Aluminum; Pb= Lead; Cd = Cadmium; Cu = Copper: Zn « Zinc; Fe = Iron; Mg « Magnesium; SE = standard error;: — No limit concentration
for aluminum consumption in foods in the Brazilian legislation. *ANVISA RDC42/2013 and ANVISA/ Decree N° 88, March 26, 2021 (Brasil, 2013,
2021); **Decree n® 55.871, March 26, 1965 {Brasil, 1965); ***Resolution-RDC N* 269, SEPTEMBER 22, 2005 {Brasil, 2005a); ****FAQ. Heavy
Metals Regulations Legal Notice No 66{2003 (FAO, 2003); *****FAQ. Compilation of legal limits for Hazardous substance in fish and fishery

products (FAQ, 1983).
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concentrations for Aluminum, Iron and Magnesium in fish
meat. Also, there is not a limit concentration established
for Aluminum in fish meat in the Brazilian resolutions.

3.3. Biomarkers analysis

Total weight average was 345.82 + 26.94g (ranging
from 117 to 1200g), and total length average was 32.01 +
0.57 cm (ranging from 24 to 43 cm). The GSI average was
1.34 +0.27 g (ranging from 0.03 to 12 g).

The histological analysis of the gonads and gills showed
several alterations which were detected in all specimens
(see Figure 3).

The following alterations in the reproductive organs of
the fish were observed: Melanomacrophages, found in the
ovaries and testicles of all individuals, with a frequency
(males and females) of 4.81%, SE 0.52; Atretic oocytes and
cytoplasmic Retraction, alterations found only in ovaries, with
frequencies of 2.88%, SE 0.61, and 5.69%, SE 1.13 respectively.

Chemical and histological analyses of the Bay of Sdo José-MA.

Alterations in the gill morphology were: Hyperplasia
with frequency of 16.11£1.89%, Displacement the lamellar
epithelium (40.76+3.08%), Congestion (6.51+0.87%) and
Lamellar fusion (6.51+1.07%). The micronucleus frequency
reported in this study represent basal rates (2.95+0.19%).

The association between Gonadossomatic Index
and genotoxic biomarkers on the Ovaries and Gills was
investigated through Principal Component Analysis (PCA)
(as shown in Figure 4).

Results have shown that the two main components,
altogether, explained 41.48% of total data variation.
GED was the most representative variable in Component
1, since they presented longer-length vectors that were
closer to 1 the Component 1 axis. GHL and GLF were the
variables that mostly contributed to Component 2. They
were highly inversely related to each other, but they were
not related to ovarian histopathologic biomarkers nor with
GSI. MN, MMC and RET have shown strong association

Figure 3. Main cellular damage in Sciades herzbergii collected in the community of Pau Deitado, S3o José Bay-MA, in 2020 and 2021,
(S.E=Standard Error). (A) (40x) Gonad-Mel rophages of males (Me/arrow}; (B) (40x) Gonad: Melanomacrophages of females

(Me/arrow); (C) (20x) Gonad-Atretic oocytes (At/arrow); (D) (20x) Gonad-Cytoplasmic retraction (Crfarrow); (E) (40x) Gill-Hyperplasia
(Hy/arrow); (F) {20x) Gill-Displacement of the epithelium (De/arrow); (G) (20x) Gill-Congestion (Cofarrow); (H) (40x) Gill-Lamellar

fusion (Lffarrow); (1) ( 100x) Blood-Micronucleus (Mi/arrow).
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Figure 4. Biplot of Principal Component Analysis (PCA) applied
to the association between variables, Gonadossomatic Index and
genotoxic biomarkers on the Ovaries and Gills in S. herzbergii at
Sao Jose Bay. GSI = gonadossomatic index; ATR = atresic ovarian
follicles; MMC = ovarian melanomacrophagus; RET = oocyte
cytoplasmatic retraction; MN = micronucleus; GHL=gill hyperplasia;
GLF = gill lamellar fusion; GC = gill lamelar congestion; GED = gill
epithelium displacement.

with each other and with GS, since they formed acute
angles between their respective vectors.

4. Discussion

Initially, this research highlights it is worth that when
dealing with biological research associated with wild fish
in their natural habitat, characteristics such as selectivity
for fishing gear, local fishing pressure, time of year, and
effluent leaching, etc., can be determinants of significant
biological variation between different studies. Nevertheless,
inour research, we have presented scientific evidence that
the pollutants affected the development and reproduction
potential of Sciades herzbergii under conditions presented
in the methodology.

The physicochemical analysis of Sdo José Bay waters
indicated dissolved oxygen below the limits allowed by
the regulatory agencies. Dissolved oxygen is an indicator
of environmental conditions, since organic matter from
domestic sewage and released into the aquatic environment
causes changes in the oxygen balance (Cunhaet al., 2011).
Cantanhede et al.(2016) in previous studies reported low
oxygen saturation in estuarine waters after histological
and genotoxic study in Centropomus undecimalis (Bloch,
1792) around the Island of Maranhao.

Chemical analyses (PAHs) of the water were also
performed, and the results are in disagreement with the
regulatory agencies. The CONAMA (Conselho Nacional do
Meio Ambiente), through the resolution n°454 2012 does
not establish minimum values for Acenaphthene and
Naphthalene in brackish waters. However, when the lowest

6/9

reference value of PAHs is observed in the resolution
(0.052 mg/L), the values found in this study are above
the suggested for other PAHs (Brasil, 2005b). On the other
hand, if we consider the values recommended by NOAA
(National Oceanic and Atmospheric Administration) that
allow up to 2.35mg/L for Naphthalene, and 0.0097 mg/Lfor
Acenaphthene (NOAA, 2015), we observe that Naphthalene
concentrations are below and Acenaphthene concentrations
are above the recommended by NOAA, which indicates
that the study area has low PAHs concentrations,
although it shows a low level of contamination. Pinheiro-
Sousa et al. (2021) when analyzing estuaries in the North
of the Brazilian Amazon, identified trace elements and
PAHs in sediments in the region, which explains the
changes in the lamellar structure of the gills and also the
increasing oxidative stress in the specimens collected.
Considering anthropogenic activities such activities may
cause an increase in chemical/organic compounds in the
environment, which can affect the aquatic organisms that
live there, and also human health.

The analysis of metals showed that the muscles analyzed
are suffering some level of environmental contamination,
once the results showed concentrations above those
allowed by national and international resolutions, which
are the maximum limits for detection and consumption
of this meat. The resolutions establish maximum values
for Pb of 0.30 mg/Kg (Brasil, 2013) and 0.5 mg/Kg by FAO,
Cu 30 mg/Kg (Decree No. 55.871 of 1965) and 30 mg/Kg
(FAO, 2003}, Zn 50 mg/Kg (Decree No. 55,871 of 1965) and
30 mg/Kg (FAO, 2003), Cd of 0.05 mg/Kg (Brasil, 2013) Cd
of 0.1mg/Kg (FAO, 2003) for fish meat, showing that the
results of Pb, Cu and Zn are above those allowed by the
agencies. Cd is within the limits. Although ANVISA and

FAO do not establish maximum limits of Mg, Fe and Al in
fish muscle, ANVISA does recommend a daily intake (RDI)
of 260 mg per day for adults and 14 mg/day for children
(Brasil, 2005a).

Altered metal levels were previously found in Sao
José Bay by Noleto et al. (2021), and Ribeiro et al. (2020)
when studying metals in oysters of the Cassostrea
genus (Sacco, 1897). Barbieri et al. (2010), also found
accumulation of trace metals in the muscle of Cathorops
spixii (Agassiz, 1829), in an estuary located in Aracaji-
SE, characterizing direct connection with the life cycle
and feeding habits of the catfish to a higher incidence
of contaminants in its organism. Masood et al. (2021)
studying Ctenopharyngodon idella (Valenciennes, 1844)
observed that high concentrations of zinc might cause
mortality, showing that human fishing activity and the
disposal of domestic effluents in the region may be
causing contamination. According to von Sperling (1996)
sewage is made up of organic and inorganic matter, such
as sugars, oils, proteins, fats, microorganisms, organic
salts, components of sanitizing products (such as soap,
detergents, disinfectants), salts formed by chlorides,
sulfates, nitrates, phosphates, sodium, calcium, potassium,
iron and magnesium (von Sperling, 1996).

According to the biometric averages found for the
animals in this study, these values may be directly
affected by the level of contaminants found in the aquatic
environment (Noleto et al., 2021). According to Ribeiro et al.
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(2012) species that inhabit impacted areas use the energy
stock available to grow to perform detoxification. It is
known that animals that live in contaminated environments
are likely to have inadequate maturation of the gonads
(Vazzoler, 1996) due to the inhibition of estrogen-induced
by pollutants (Kime, 1995). Excess of some contaminants
in aquatic environments might directly affect the
reproductive system of fish, affecting the continuity of
the specie (Kime, 1995).

Contaminants are also capable of causing several
histological changes in animals. In this study, some of
these alterations were observed, such as the appearance
of melanomacrophages, which are cells belonging to the
nonspecific immune system (Louiz et al,, 2009) and are
closely associated with chronic inflammatory processes.
Furthermore, the presence of this inflammation in the
individual is related to the level of stress it is experiencing,
often due to exposure to chemicals (Marty et al., 2003).
The presence of melanomacrophages was also identified
by Marty et al. (2003 ) when analyzing fish organs that had
direct contact with an aquatic environment contaminated
with PAHs. Other alterations in the reproductive level also
found in this study area, oocyte atresic and cytoplasm
retention, which can be found naturally in their ovaries
(Louiz et al., 2009; Dutta and Maxwell, 2003) or may
appear and increase under the interference of contaminants
causing a decrease in the reproduction rates of the
individuals (Louiz et al., 2009), also identified in Gobius
Niger from the Bizerta-Tunisia lake by Louiz et al. (2009).

About the gill alterations, hyperplasia, displacement of
the lamellar epithelium, congestion, and lamellar fusion,
were observed. These alterations are due to the attempt of
the organism to defend itself against pollutants. However,
it is a process carried out by the gills, which affects the

respiration and survival of organisms, as they cause
derangements in their blood flow structures (Camargo
and Martinez, 2007). These changes may be reversed with
the improvement of water quality or may be progressive
in cases of persistent exposure (Poleksic and Mitrovic-
Tutundzic, 1994). Some of these alterations were also
found by Castro et al. (2018) when analyzing catfish of
the species Sciades herzbergii in estuarine environments,
seeking to identify the impact of anthropization in the
aquatic environment. Medeiros et al. (2020), also identified
lamellar changes in gills of Geophagus iporangensis fish
(Haseman, 1911), subjected to different concentrations of
zinc and cadmium. Barbieri et al. (2016) identified changes
in Oreachomis niloticus (Lineus, 1759) when exposed to
lead and carbon, proving that the association of these
metals, even at low concentrations, interfered with the
respiratory capacity of the individuals studied.

In this study, all organisms showed some level of the
alteration as a result of DNA damage. Cantanhede et al.
(2016) studied Centropomus undecimalis (BLOCH, 1792)
two different estuaries in the Southeast region of Brazil
and, in both, the presence of metals interfered not only
with the genetics, but also with the biochemistry and
morphology of aquatic organisms.

This work, as well as other studies carried out previously
with specimens of Sciades herzbergii in estuaries belonging
to the North Amazon coast (Pinheiro-Sousa et al., 2021;
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Chemical and histological analyses of the Bay of Sdo José-MA.

Castro et al., 2018) indicates that contaminants present in
these environments lethal or chronically alter the health
of animals that live there. It can then be suggested that
the organisms of Sdo José Bay are under some influence of
chemicals. Thus, the histological and genotoxic alterations
found in 100% of S. herzberg specimens captured in the
Sdo José Bay-MA are potentially associated with the
concentrations of PAHs found in the water and metals
found in the muscles of the animals collected. Thus, it is
necessary to systematize the biomonitoring in the region, to
mitigate the harmful effects on the environment and food
riverside communities. It is concluded that S. herzbergii is
a good bioindicator of estuarine pollution, because due
to its sensitivity, life cycle and food, its body can respond
to an environment with the presence of metals and PAHs.
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INTRODUCAO

Ma costa do nordeste hrasileiro existem diversos sistemas estuarinos, indo de
pequenos a grandes sistemas abertos que apresentam grande importancia na reproducéo de
peixes, pois sdo utilizados como bercarios (BLABER et al., 2016).

Devido as acOes antropicas, geralmente os estuarios estdo sujeitos a descargas diarias
de efluentes de residuos domésticos, além de elementos quimicos provenientes de atividades
industriais e/ou portuérias, ocasionando acimulo de metais nos ambientes (LIU et al., 2020).
Em ambiente natural, os metais ndo sdo decompostos, mas apenas transformados, o que
culmina com alteracdo de longo prazo na qualidade da agua (MANIU et al., 2001).

Os contaminantes que estdo presentes na coluna d’agua tém a capacidade de ser
absorvidos pelos organismos aquaticos, via exposicdo direta e pelo processo de
biomagnificacdo (COSTA et al., 2008). Dependendo da quantidade presente na agua, os efeitos
da contaminacdo podem ocorrer em niveis subletais ou crénicos, em diversas formas de
organizacées hiolégicas, tais como molecular, fisiolégico e reprodutivo que, de acordo com o
tempo de exposicdo, podem prejudicar a comunidade de forma severa ou letal (CONNON et
al., 2012).

Os animais aquaticos, em especial os peixes, quando contaminados representam risco
potencial para a saude da populacdo, pois compdem parte importante e crescente da dieta
humana (AGAH et al., 2009). Para a identificacdo dos possiveis efeitos ocasionados por
contaminacdo em organismos aquaticos, os biomarcadores em peixes vém sendo cada vez

mais utilizados, devido & precisdo nas respostas bioldgicas e danos encontrados (MARTINEZ



93

MONITORAMENTO AMBIENTAL: METODOLOGIAS E ESTUDOS DE CASOS

LI I I B I O O L I D I I I D I D I O D DL I D N I B D DA B D I D N B L R I R L I L B B

et al, 2002). Diante disso, o presente estudo apresenta diferentes técnicas para
biomonitoramento na dgua e em peixes da espécie Sciades herzbergii, objetivando observar a

aplicabilidade e eficiéncia de cada técnica.

METODOLOGIA

Area de estudo

A area biomonitorada neste estudo apresenta intensa atividade pesqueira artesanal
de subsisténcia, cuja base operacional se encontra em inimeros portos comunitarios dentro
ilha do Maranhao, sendo de grande importancia ao longo da Costa Amazdnica e proxima ao
maior complexo portuario industrial brasileiro (2°31'51.30"S 447 5'24.40"W) (Figura 1). Foram
capturados peixes da espécie Sciades herzbergii, por meio de armadilha artesanal,
denominada popularmente como manzud. Durante a amostragem foram coletados dados
fisicos e quimicos da agua in situ, incluindo temperatura da agua, salinidade, pH e oxigénio
dissolvido.

Macro location

Legend
+ Sampling point
B State of Maranhao '540010,000 BT0010.000
[ Federative Units

Figura 1. Local de amostragem: Baia de S&o José, na Ilha do Maranhdo, Brasil

Metodologias para realizagdo das analises

Um total de 68 individuos de Sciades herzbergii (Figura 2), fémeas e machos, com
comprimento entre 25 e 40 cm, foram coletados.
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Figura 2. Espécime de Sciades herzbergii, capturado na Baia de S3o José-MA.

Em seguida, os espécimes foram anestesiados com benzocaina (1,0g/10L em agua de
estuario) (FERREIRA et al. 1984), e amostras de sangue foram retiradas da vasculatura
branquial, através de seringas de insulina com anticoagulante (Liquemine®, Roche) (SANTOS
et al. 2009), para as analises sanguineas. Apos a retirada do sangue, foi realizado o esfregaco
de sangue total, a fim de quantificar possiveis anomalias celulares adquiridas, avaliando a
presenca de micronticleos nos eritrécitos (FENECH et al. 2000). Apés a coleta de sangue, os
espécimes foram novamente submersos em dgua contendo Benzocaina 3% para eutanasia
(SANTOS et al. 2009), e transportados em caixas térmicas com gelo para o Laboratério de
Tecnologia Aplicada a a Reprodugédo e Producdo de Organismos Nectdnicos (TARPON) da
Universidade Federal do Maranhdo (UFMA).

Em laboratdrio, os espécimes foram eviscerados, as gonadas foram fixadas em solucéo
de Bouin (75 mL de solugdo saturada de &cido picrico, 20 mL de formaldeido 37-40% e 5 mL
de acido acético glacial). Os arcos branquiais foram fixados em formol a 10% por 24 horas e
depois descalcificados em acido nitrico a 10% por seis horas (POLEKSIC e MITROVIC 1994).
Apds a fixacdo, a porcdo medial de ambas as gonadas e o segundo arco branquial foram
removidos para serem submetidos ao processamento histolégico convencional, segundo a
metodologia de Louiz et al. (2009).

As analises de metais foram realizadas a partir de amostras da musculatura dorsal,
utilizando a metodologia EPA 3050 gramas B — SMEWW 232Edigdo - Método - 3130B, na qual
o tecido foi submetido & digestdo com acido nitrico HNOz (65%, Merck®) e perdxido de
hidrogénio (37%, Merck®), para determinacdo dos elementos trago (Cu, Zn, Fe, Mg, Al, Pb e
Cd) através de espectrometria de emisséo otica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES
Optima 8300, Perkin Elmer®).

Nas amostras de dgua do estuario foi realizada analise de HPAs (Hidrocarbonetos
Policiclicos Aromaticos), apos coleta direta em garrafas dmbar previamente lavadas por
imersdo em detergente laboratorial neutro a 5% (Extran® MA 02, Merck Millipore). As
amostras foram armazenadas em gelo e transportadas para o Laboratdrio de Pesquisa em
Quimica Analitica (LPQA) da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA). Em seguida, a técnica
eletroanalitica de voltametria de pulso diferencial (DPV) foi utilizada para identificar os
Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HAPs).

Por meio das analises histoldgicas, foram caracterizados danos reprodutivos/gonadal

em fémeas e machos, segundo metodologias de Louiz et al. (2009) e Vigano et al. (2010) e
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danos branquiais pela metodologia de Poleksic e Mitrovic (1994). As leituras histolégicas
foram realizadas com auxilio de microscépio de luz com objetivas de 10x e 40x.

O protocolo experimental desta pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA-UFMA), registrado sob o protocole nimero 23115.030805/2018-23. Também
foi obtido o protocolo de licenca SISBIO/ICMBio (nimero 65479-1).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Andlise fisico-quimica da agua

Foram encontrados valores de pH 7,08; temperatura 29,3 °C; salinidade 18,32% e
Oxigénio Dissolvido (OD) 4,1 mg/L, mostrando que todos os pardmetros, exceto OD estavam
dentro do indicado pelo CONAMA para agua salobra (2 5 mg/L) n? 357/2005 e 430/2011 do
Conselho Nacional do Meio Ambiente — CONAMA.

As determinacdo da concentracdo de OD na dgua € uma analise inicial para averiguacao
dos parametros de qualidade de agua (PINTO et al., 2010}, pois através da lixiviacdo, a matéria
organica dos efluentes urbanos domésticos e industriais sdo transportados para a agua e com
a quantidade excessiva dessa matéria organica, ocorre o fendmeno da eutrofizacdo, que
consiste no acumulo de nutrientes, que disputam oxigénio com 0s organismos aquaticos,
alterando o comportamento e a sobrevivéncia dos peixes (BARRETO, 2013).

Andlise quimica da dgua

Na agua da baia de S30 José, foram encontrados HPAs como Acenafteno 0,78 mg/L e
Naftaleno 0,024 mg/L. O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), na resolugio 454
de 2012, ndo estabelece valores minimos para Acenafteno e Naftaleno em &aguas salobras,
porém o menor valor de referéncia de HPAs na resolucio € de 0,052 mg/L, portanto, os valores
encontrados neste estudo para o acenafteno estdo acima do sugerido para outros HPAs.

As analises de HPAs sdo relevantes para o biomonitoramento, pois esses sdo
elementos constituidos por dois ou mais anéis aromaticos condensados, sdo resistentes no
ambiente com a capacidade muito baixa de solubilizar em agua (CARUSO et al., 2008). Sao
capazes de causar danos celulares, aparecimento de tumores, alteracées reprodutivas,
diminuicdo nas taxas de crescimento e desenvolvimento, e se a contaminacido estiver em grau
elevado, pode levar os organismos a morte (H5U E ENG, 1996 e UENO et al, 1995). Em peixes
e seres humanos os HPAs estdo ligados diretamente com mutacdes, malformacdes, tumores
e cancer (COLLIER et al. 1998 e NETTO et al., 2000).
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Andlise de metais em tecido de Sciades herzbergii

Nas analises de metais nos musculos dos peixes, foram observados valores médios

para os seguintes oligoelementos (Tabela 1).

Tabela 1. Concentracdo de metais nos musculos de Sciades herzbergii coletados na Baia de Sao José,

Maranhao.
BAIA DE SAO JOSE-MA (mg/Kg) REFERENCIA/ Brasil

Al (Total) 384.98 (SE+6,63)

Pb (Total) 1.17 (SE+0,06) 0.30 mg/Kg *
Cd (Total) <0.100 0.05 mg/Kg *
Cu (Total) 3.16(5E+0,42) 30.0 mg/Kg **
Zn (Total) 50.62 (SE+9,94) 50.0 mg/Kg **
Fe (Total) 152.55(5E+3,06) 14 mg/dia***
Mg (Total) 840.15 (SE+16,77) 260 mg/dia***

"ANVISA RDCA2/2013 and ANVISA/Decree N® BB, March 26, 2021,
“Decreto n® 55871, Margo 26, 1965.
"""Resolugio-RDC N® 269, SETEMBRO 22, 2005.

04 valores encontrados estdo acima do permitido pelas resolugBes nacionals (ANVISA,
2013 & Decreto n® 55.871 de 1965 ¢ Resolugdo RDC-ANVISA de 2005-ANVISA)

Embora as legislagdes naclonais ndo relatam a quantidade maxima para o consumo de
Mg, Fe e Al no musculo dos peixes, a ANVISA relata uma ingestdo didria recomendada (IDR)
de 260 mg/dia para adultos ¢ 14 mg/dia para criangas para ferro (ANVISA, 2005), |4 o aluminio
nado fol identificado valores de referéncia. O blomonitoramento dos metais nos amblentes
aquiticos ¢ fundamental, visto que estdo relacionados a eventuals disturbios no crescimento
e reproducdo dos peixes, bem como alteracdes histopatologicas na pele, brinquias, figado,
bago e rins dos peixes. Uma vez consumidos, estes animais com excesso de metais em seu
organismo podem causar doengas relacionadas aos sistemas respiratorio, nervoso,
circulatdnio e até mesmo causar cancer e doengas renais crdnicas em seres humanos devido
a0 consumo (VITEK et al,, 2007 & PAULA, 2006),
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Analises de biomarcadores

As analises histologicas mostraram alteragdes que tém sido relacionadas &
contaminacdo de ambientes aquaticos, e possivelmente ocorreram em resposta aos HPAs e

metais encontrados também em nosso campo de estudo (Figura 3).

Flcuns. Damsceluhmsedeadeshtnbagﬂm!eudosnaBaiadeSioJosé MA. A: (20x) Gonada -
Retragdo Citoplasmbtica (seta); B: (40x) Gonada - Melanomacrdfagos {seta); C: (20x) Gonada - Odcitos
atrésicos [seta); D: (40x) Branquia - Hiperplasia (seta); E: (40x) Brénquia - Fusdo Lamelar (seta); F: (100x)
Sangue - Microndcleo (seta).

As alteracdes encontradas nas gonadas foram retracdo citoplasmatica,
melanomacrofagos e odcitos atrésicos, essas sdo respostas ao sistema imunoldgico, para
combater os agentes causadores das agressdes aos organismos (BERNET et al, 1999},
podendo expressar suas respostas através de inflamagdes e desregulagdo hormonal (LINARES-
CASENAVE et al.,, 2002). Nas brénquias apresentaram alteracdes como hiperplasia e fusdo
lamelar, Garcia-Santos et al. (2007) relatam que o aparecimento dessas alteracdes, ocorrem
devido as modificactes das branquias para atuar como um mecanismo de defesa, formando
barreiras aos contaminantes aquaticos.

As caracteristicas histoldgicas encontradas nos drgdos-alvo como branquias, rins e

gonadas, podem expressar diversas alteracdes decorrentes de contaminantes devido ao
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tempo de exposicdo, mostrando assim os drgdos mais afetados e os animais com maior
sensibilidade a contaminantes (AKAISHI et al., 2004).

Na analise sanguinea observou-se variadas frequéncias de microntcleos eritrocitarios
em todos os animais coletados. Os marcadores genotoxicos sdo bioindicadores de
contaminacdo, podendo evidenciar o potencial mutagénico de origem ambiental (SOUZA et
al., 2006).

CONCLUSAO

0Os métodos de quantificacdo de HPAs na dgua e metais nos musculos de peixes,
complementados por analises de danos celulares em peixes, tém grande potencial para o
biomonitoramento aquatico, pois, neste estudo, evidenciaram que a Baia de 530 José, litoral
do Estado do Maranhdo, estd sobre influéncia antropogénica, com a presenca de
contaminantes potencialmente mutagénicos para peixes e seres humanos. Isso aponta para a
necessidade de sistematizar o biomonitoramento na regido, a fim de identificar e mitigar os

efeitos nocivos ao meio amhbiente e as comunidades.
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