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RESUMO

Estudos de biomonitoramento em areas industriais e portudrias sdo fundamentais para iniciar
intervengdes que visem minimizar danos economicos, ambientais e sociais. Nesse contexto,
este estudo teve como objetivo mensurar pardmetros fisico-quimicos da 4gua, analisar
biomarcadores hepaticos de estresse oxidativo, bem como isolar e identificar bactérias Gram-
negativas patogénicas na pele, intestinos e musculos e observar alteracdes histologicas em
branquia e figado de Sciades herzbergii, uma espécie de bagre estuarino capturada préximo a
um complexo portuario na costa amazonica brasileira. Parametros fisico-quimicos da agua,
indices biométricos dos peixes, parametros enzimaticos como superdxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutationa (GSH), glutationa S-transferase (GST) e reagdes de lipoperoxidagao
(LPO), foram analisados nos periodos chuvoso (maio) e de estiagem (novembro) de 2021 e
2022 em duas regides: Porto Grande (PG, area potencialmente impactada pelas atividades
portuarias) e Ilha dos Caranguejos (IC, area de conservacao). A identificagdo e quantificacao
das bactérias do grupo coliformes foi realizada através de COLItest® (LKP, Sao Paulo, Brasil),
com a identifica¢do e investigacdo fenotipica de resisténcia a antimicrobianos pelo sistema
automatizado Vitek®. Amostras de branquias e figado foram submetidos a técnica histologica
usual. Niveis mais baixos de oxigénio dissolvido e maiores concentragdes de metais trago e
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos foram detectados em sedimentos de PG. Os peixes PG
apresentaram atraso no desenvolvimento, aumento das atividades enzimaticas e aumento da
peroxidagdo lipidica. A analise dos componentes principais mostrou uma maior expressao do
estresse oxidativo durante a estagdo chuvosa, especialmente para o ano de 2022. Os resultados
obtidos indicaram também a presenga de linhagens patogénicas de Klebsiella pneumoniae e
Escherichia coli (coliforme termotolerante), tendo esta ultima apresentado fendtipos de
resisténcia a norfloxacina e gentamicina. Foram identificados danos branquiais e hepaticos mais
expressivos em bagres provenientes de PG, tais como estreitamento e fusdo lamelares, necrose,
infiltracdo de células inflamatorias, hemorragia e células em diferenciagdo. Assim, a
contaminac¢do quimica dos estuarios influencia diretamente a expressao das enzimas de estresse
oxidativo em S. herzbergii, prejudicando a saude dos peixes, e as alteracdes histoldgicas nos
orgdos de exposi¢do também podem ter sido potencialmente influenciadas pela infec¢do por
bactérias patogénicas Gram-negativas, o que traz significativos riscos a saude humana.

Palavras-chave: Sazonalidade; Ecotoxicologia; Estresse oxidativo; Andlise fenotipica de
resisténcia; Poluentes; Bactérias patogénicas.
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ABSTRACT

Biomonitoring studies in industrial and port areas are essential to initiate interventions that aim
to minimize economic, environmental and social damage. In this context, this study aimed to
measure physicochemical parameters of water, analyze hepatic biomarkers of oxidative stress,
as well as isolate and identify pathogenic Gram-negative bacteria in the skin, intestines and
muscles and observe histological changes in the gill and liver of Sciades herzbergii, a species
of estuarine catfish caught near a port complex on the Brazilian Amazon coast. Physicochemical
parameters of the water, biometric indices of the fish, enzymatic parameters such as superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione (GSH), glutathione S-transferase (GST) and
lipoperoxidation reactions (LPO), were analyzed in the periods rainy (May) and drought
(November) of 2021 and 2022 in two regions: Porto Grande (PG, area potentially impacted by
port activities) and Ilha dos Caranguejos (IC, conservation area). The identification and
quantification of bacteria from the coliform group was carried out using COLItest® (LKP, Sao
Paulo, Brazil), with the identification and phenotypic investigation of antimicrobial resistance
using the Vitek® automated system. Gill and liver samples were subjected to the usual
histological technique. Lower levels of dissolved oxygen and higher concentrations of trace
metals and polycyclic aromatic hydrocarbons were detected in PG sediments. PG fish showed
delayed development, increased enzymatic activities and increased lipid peroxidation. The
analysis of the main components showed a greater expression of oxidative stress during the
rainy season, especially for the year 2022. The results obtained also indicated the presence of
pathogenic strains of Klebsiella pneumoniae and Escherichia coli (thermotolerant coliform),
the latter having presented phenotypes resistance to norfloxacin and gentamicin. More
significant gill and liver damage was identified in catfish from PG, such as lamellar narrowing
and fusion, necrosis, infiltration of inflammatory cells, hemorrhage and cells in differentiation.
Thus, chemical contamination of estuaries directly influences the expression of oxidative stress
enzymes in S. herzbergii, harming fish health, and histological changes in exposure organs may
also have potentially been influenced by infection with pathogenic Gram-negative bacteria,
which poses significant risks to human health.

Keywords: Seasonality; Ecotoxicology; Oxidative stress; Phenotypic analysis of resistance;
Pollutants; Pathogenic bacteria.
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14

1 INTRODUCAO

Impactos ambientais causados por agdes antrdpicas em areas economicamente
importantes e muito ativas sdo, indiscutivelmente, altos. Nesse contexto, regides
industriais e portudrias sdo grandes responsaveis pela constante descarga de substancias
toxicas, que afetam de forma direta espécies aquaticas residentes (CARVALHO-NETA;
TORRES; ABREU-SILVA, 2012; PINHEIRO-SOUSA et al, 2021) e,
consequentemente, a saide humana.

Como o maior ponto de conexdes no transporte de cargas da regido amazdnica e
da América Latina, o Complexo Portuario de Sao Luis, localizado na Baia de Sdo Marcos,
¢ extremamente importante para o desenvolvimento econdomico do Maranhdao (PEREIRA
RIGHI et al., 2022). Entretanto, estas atividades industriais e portudrias também exercem
forte influéncia nos processos de contaminacdo da costa estuarina maranhense (DE
OLIVEIRA et al., 2019). Dentre os principais xenobioticos quimicos despejados nesta
area, destacam-se as bifenilas policloradas (PCBs), hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAs) e metais-traco (ARAUJO et al., 2018; SOARES et al., 2020).

Por se tratar de uma area industrial, a maior parte destes poluentes também esta
relacionada ao aumento acentuado de atividades domésticas, industriais, comerciais €
agricolas em locais proximos (VIEIRA et al., 2019; YEH et al., 2020). Além disso, ha
estudos que comprovam que a bacia do rio Mearim exerce grande influéncia antropica na
Baia de Sao Marcos em relacdo ao transporte de residuos de pesticidas e outros poluentes
carreados até o rio que desaguam no estuario (PINHEIRO-SOUSA et al., 2021).

A utilizagdo de biomonitores, como o bagre guribu (Sciades herzbergii), permite
um maior detalhamento nestes estudos sobre as diversas formas de interagdo entre seres
humanos e o ambiente (FORTES CARVALHO NETA et al., 2017; LIMA et al., 2018;
ABDEL-TAWWARB et al., 2019; SAULIUTE; MARKUCKAS; STANKEVICIUTE,
2020; RBBANI et al., 2021). Avancos na ecotoxicologia moderna possibilitam a
descri¢do de uma maior variedade de biomarcadores e microrganismos bioindicadores
associados a estes importantes biomonitores que podem ser empregados para avaliar os
efeitos decorrentes de contaminagio quimica e/ou bioldgica (ARAUJO et al., 2018).

Em ambientes poluidos, bagres da espécie S. herzbergii podem apresentar uma
série de respostas biologicas provocadas por xenobidticos, o que pode afetar a sanidade

da espécie e, consequentemente, a saude humana. Tais marcadores bioldgicos podem ser
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mensurados através de diversos niveis de organizagdo bioldgica, onde se destacam as
respostas celulares, histologicas, enzimaticas, bioquimicas e microbioldgicas, desde que
permitam avaliar condi¢des especificas de sanidade dos peixes (LAM; GRAY, 2001). A
atividade de enzimas de estresse oxidativo, como SOD (superoxido dismutase), CAT
(catalase), GSH (glutationa), GST (Glutationa S-Transferase), de reagdes de
lipoperoxidacdo (LPO), da presenga de xenobioticos na bile e de alteragdes histologicas
nas branquias, rins, figado e tecido nervoso tém sido descritas para o bagre estuarino S.
herzbergii (DA SILVA CASTRO et al., 2019; NUNES et al., 2020; PINHEIRO-SOUSA
etal.,2021).

No ambito microbioldgico, a procura por microrganismos bioindicadores tem se
tornado essencial em regides portudrias com intensas atividades industriais, comerciais e
at¢ domésticas, visto que a agua pode ser facilmente atingida por eventos de
contaminacdo biologica (ONYANGO et al., 2018; RIBEIRO et al., 2020). A frequente
liberagdo de residuos organicos e quimicos por esgotos leva a dispersio de
microrganismos que sdo importantes marcadores de contaminacdo ambiental (AGENSI
etal.,2019) e pode, ainda, induzir multirresisténcia em patdgenos clinicamente relevantes
(CUNHA et al., 2021).

Adicionalmente, respostas fisico-quimicas da dgua e de crescimento associadas a
espécies residentes sdo mecanismos bdsicos de monitoramento ambiental aquatico
amplamente utilizados em cenarios de contamina¢do quimica e/ou bioldgica, pois
revelam dados fidedignos, de forma répida, pratica e sem altos custos (COSTALAGO et
al., 2020). Outras formas de controle incluem, ainda, a medicdo de matéria organica
dissolvida e caracteristicas organolépticas dos estuarios (GOMEZ-GUTIERREZ et al.,
2016; Ll et al., 2014; SHI et al., 2021).

Em um contexto geral, o desenvolvimento deste trabalho se justifica pela
necessidade e continuidade de compreensao dos aspectos da sanidade do bagre guribu (S.
herzbergii) em pontos distintos da Baia de S3ao Marcos. Desta forma, podem ser
realizados mapeamentos da possivel rota dos contaminantes da espécie estuarina nesta
regido e dos riscos ecotoxicologicos, além de se estabelecer correlagdes destes com o
surgimento de patdgenos multirresistentes e potencialmente mais virulentos. Para tal, as
analises das respostas bioldgicas em S. herzbergii podem ser posteriormente associadas
entre si na forma de metodologias inovadoras que direcionem a intervengdes em tempo

habil, visando interligar os impactos ambientais aos riscos a saide humana.
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Paralelamente, ao se investigar a sanidade dos bagres estuarinos em areas com grau de
impacto baixo (Ilha dos Caranguejos) e alto (regido portudria de Sdo Luis), sdo
evidenciados aspectos diretos que envolvem a relagdo saude-ambiente, visto que esta
espécie ¢ amplamente comercializada e consumida pela populagdo maranhense.

Assim, este trabalho busca avaliar pardmetros ecotoxicologicos utilizando a
espécie S. herzbergii em pontos distintos da baia de Sao Marcos e os potenciais riscos a
saide humana. Esses dados poderdo ser utilizados como ferramentas de
biomonitoramento na area de influéncia direta do complexo industrial e portuario de Sdo
Luis, Maranhdo, permitindo, ainda, o estabelecimento de um panorama sanitario para a

relacdo saude-ambiente da populagdo maranhense.

1.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar biomarcadores e parametros microbiologicos para detec¢do de potenciais

riscos a satde humana utilizando S. herzbergii capturados na Baia de Sdo Marcos.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar os parametros fisico-quimicos da agua e quimicos (elementos-trago e
HPA) do sedimento nos locais de captura de S. herzbergii;

e Averiguar as atividades enzimaticas de SOD, CAT, GSH, GST e LPO no figado
de S. herzbergii;

e Identificar e quantificar lesdes branquiais e hepaticas em S. herzbergii;

e Correlacionar a presenca de patdogenos a exposicdo de contaminantes aquaticos
através do isolamento e investigacdo fenotipica e molecular de microrganismos
presentes na pele, musculos e intestinos de S. herzbergii;

e Avaliar os potenciais riscos a saude humana através das microbiotas na pele,

musculos e intestinos de S. herzbergii.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. REGIOES PORTUARIAS E IMPORTANCIA ECONOMICA

De forma incontestavel, grande parte das riquezas produzidas por um pais sdo
atribuidas ao intenso fluxo comercial em areas econdmicas estratégicas, como as regioes
portuarias (NGUYEN et al., 2022). Como resultado da rapida expansao dos processos de
globalizacdo, a integracdo direta entre as cadeias produtiva, de circulagdo e de consumo
a niveis mais abrangentes elevaram o patamar de flexibilidade e essencialidade destas
regides-chave para a economia (MONIE; VIDAL, 2006).

Por serem pilares fundamentais da cadeia de transportes, os portos impulsionam
continuo desenvolvimento as 4areas onde estdo inseridos, através da movimentacio
continua de mercadorias e bens (PEREZ; GONZALEZ; TRUJILLO, 2020). Acrescido a
isto, as atividades portuarias requerem uma alta demanda de recursos humanos
especializados, o que contribui para o aumento das ofertas de empregabilidade e carreira,
gerando concorréncia acirrada entre as empreiteiras (BAE et al., 2019; HEMALATHA;
DUMPALA; BALAKRISHNA, 2018).

Ao redor do mundo, os portos viabilizam enormes operacdes financeiras que
geram receitas trilionarias a0 movimentarem os mais diversos segmentos da economia
(VROOMANS; GEERLINGS; KUIPERS, 2022). As vias portudrias sdo, inclusive, as
mais utilizadas para o comércio internacional, pois mesmo com tempo de transporte
superior em comparagdo ao aéreo, apresentam maior capacidade em volume de cargas e
em flexibilidade de itinerarios, além de custos consideravelmente menores para fretes e,
portanto, mais viaveis (FIORESI DE SOUSA et al., 2021). Logo, quando procedida de
maneira adequada, a logistica portudria favorece a menores taxas para exportagao, o que
aumenta a competitividade de bens e servigos nacionais em mercados de outros paises
(SCHOYEN et al., 2018).

No Brasil, dados recentes mostram que o setor portuario — composto por portos
estatais e terminais vinculados a iniciativa privada — movimentou 581 milhdes de
toneladas de mercadorias no periodo de janeiro a junho de 2022 (BRASIL, 2022). Estima-
se que as atividades portudrias brasileiras concentrem cerca de 90-95% de todas as
movimentagdes de cargas feitas além das fronteiras, o que reflete a dimensdo de

influéncia que este setor exerce na economia (O’CONNOR; EVERS; VEGA, 2023).

Parte da revisdo de literatura aqui apresentada foi publicada como capitulo de livro no eBook “Monitoramento
Ambiental: metodologias e estudos de casos - Volume 117, editora i-EDUCAM. DOI: 10.29327/5199744.2-8.
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Historicamente, sdo observados alguns tipos de mercadorias principais de fluxo, como o
minério de ferro, o petroleo e seus derivados (com e sem 6leo bruto), a soja e o de
contéineres (ILOS, 2022).

A delimitagdo e exploracdo de regides portudrias estratégicas para o pais
funcionam como mecanismo para atrair o interesse de investidores e empresas
multinacionais que veem no segmento uma chance de alavancar seus negocios (FIORESI
DE SOUSA et al., 2021). Assim, estes investimentos em cidades portudrias impactam
ndo apenas o setor em si, mas toda a cadeia adjacente que atua no contexto operacional
de portos e terminais maritimos de embarque/desembarque do pais (PERICO; RIBEIRO
DA SILVA, 2020).

2.1.1 Atividades Portuarias em Sao Luis, Maranhao

Atualmente, o Maranhdo dispde de um dos mais importantes portos para a
economia no setor de transportes no Brasil (DA SILVA MONTES et al., 2023): o Porto
do Itaqui (Figura 1), atualmente administrado pela Empresa Maranhense de

Administragdo Portuaria — EMAP.

Figura 1. Localizagao geografica do Porto do Itaqui no Complexo Portuério de Sdo Luis,
Maranhéo, Brasil.
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Parte da revisdo de literatura aqui apresentada foi publicada como capitulo de livro no eBook “Monitoramento
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Fonte: Empresa Maranhense de Administragdo Portuaria — EMAP, 2023.

Segundo a ANTAQ (2020), o Porto do Itaqui ¢ o quarto maior porto publico do
pais em volume anual de movimentagdes (Figura 2) e o primeiro em profundidade. Com
area portuaria de 174.000 m?, o Porto do Itaqui possui 1.937 m de cais, divididos em uma
parte continua maior de 1.517 m e uma regido secundaria voltada exclusivamente para

granéis liquidos, com 420 m (EMBRAPA, 2011).

Figura 2. Principais portos publicos e privados em atividade no Brasil e respectivas
toneladas de mercadorias movimentadas, com percentual representativo ao total (periodo
de janeiro a outubro de 2019).

Terminal Maritimo De Ponta Da Madeira 14,0% 67.653.010
santos 10,1% 48.889.880
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Fonte: Agéncia Nacional de Transportes Aquavidrios — ANTAQ, 2020.

Situado no Complexo Portuédrio do Maranhao (Figura 3), localizado a leste da Baia
de Sao Marcos, em Sao Luis, o Porto do Itaqui ¢ privilegiado por possuir amplitude da
maré¢ de até 7,2 m e profundidade de atracagem que pode atingir os 20 m (LIMA et al.,
2005). Estas caracteristicas conferem maior facilidade no embarque e desembarque de
embarcagdes de grande porte, o que promove um considerdvel aumento no fluxo de
exportagdes e importacdes.

Com grande tendéncia @ movimentacao de cargas liquidas e sélidas, as atividades
portuarias maranhenses sdo essencialmente voltadas a exportagdo de graos, como milho,
soja e arroz — através do Terminal de Graos (Tegram) — além da importacdo de
combustiveis a base de petrdleo, como a gasolina e o diesel (EMAP, 2023a). Outras

importantes mercadorias frequentemente transportadas pelo complexo incluem

Parte da revisdo de literatura aqui apresentada foi publicada como capitulo de livro no eBook “Monitoramento
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fertilizantes, carvao, clinquer, etanol, metais e seus subprodutos (como cobre, manganés,
ferro-gusa e escoria), além de produtos quimicos.

Do ponto de vista logistico nacional, o Porto do Itaqui ¢ reconhecido por permitir
a circulagdo fluida de mercadorias provenientes das regides norte e central do pais e
concentra cerca de 35% de todo o Imposto sobre Circulagdo de Mercadorias e Servigos
(ICMS) arrecado no estado do Maranhao (EMAP, 2023b). As principais areas de
influéncia do Porto do Itaqui incluem a regido denominada MATOPIBA, composta por
Maranhao, Tocantins, Piaui e Bahia, além de atividade indireta sobre estados adjacentes,
como o Pard e até mesmo os que compdem a regido centro-oeste.

J& no contexto internacional, um dos grandes pontos fortes ¢ a localizagdo
geografica favoravel mais proxima a América do Norte, Europa e ao Canal do Panama4,
que garante acesso mais rapido a Asia (LIMA et al., 2005). Nos tltimos anos, as
interacdes comerciais do porto maranhense com o intenso mercado asiatico tém
aumentado expressivamente, fator importante no fortalecimento nas relagdes exteriores

do pais.

Figura 3. Mapa representativo do Complexo Portuario de Sdo Luis, Maranhao,
localizado na Baia de Sdo Marcos.
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Fonte: Empresa Maranhense de Administragdo Portuaria — EMAP, 2019.
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2.2 CONTAMINACAO AQUATICA EM REGIOES INDUSTRIAIS E
PORTUARIAS

As instalagcdes de grandes e movimentados complexos portuarios ao longo da
costa brasileira sdo, em parte, importantes responsaveis por eventos de contaminacao
aquatica. O intenso fluxo de embarcagdes e as continuas atividades antropicas nessas
regides aumentam o langamento de efluentes que carreiam substancias toxicas ao
ambiente aquatico e as espécies residentes (GRMASHA et al., 2023; GURGATZ et al.,
2023; LAKHMANOV et al., 2022).

Desta forma, muitos estudos relatam a detec¢do de diversos poluentes que sao
frequentemente langados nas regides portuarias (DIESBOURG et al., 2023; SHAW;
BLANCHARD, 2021). Entre os principais, estdo produtos oriundos da producdo de
coque e da queima de combustiveis fosseis e biomassas, petroquimicos, residuos de 6leos
e refinos de petroleo (DUAN et al., 2018). As constantes movimentagdes portudrias e
industriais também afetam diretamente a pesca, pois promovem a deposi¢do de
compostos toxicos, além do vazamento de materiais quimicos provenientes do fluxo de
grandes embarcagdes; estas restringem, ainda, as areas que antes seriam destinadas as
atividades pesqueiras (FREITAS; RODRIGUES, 2014).

Dentre os mais importantes xenobidticos quimicos despejados na regido do
Complexo Portuario de Sao Luis, Maranhdo, destacam-se os hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAs), grupos de elementos-traco, organo estanhos, organoclorados e
compostos fendlicos (ARAUJO et al., 2018; SOARES et al., 2020). Por se tratar também
de uma d4rea industrial, grande parte da contaminacdo por estes poluentes estd
correlacionada ao aumento acentuado de atividades domésticas, industriais, comerciais €
agricolas em locais proximos (VIEIRA et al., 2019; YEH et al., 2020). Além disso, a
bacia do rio Mearim exerce grande influéncia antropica na Baia de Sdo Marcos no que
diz respeito ao transporte de residuos de pesticidas e outros poluentes carreados até o rio

e que desaguam no estuario (PINHEIRO-SOUSA et al., 2021).
2.2.1 Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) sdo compostos organicos que
apresentam, quimicamente, cadeias aromadticas (I a 6 anéis benzénicos fundidos) e

alifaticas (isoalcanos, n-alcalnos, cicloalcanos etc.) intercaladas (DE LUCA REBELLO
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WAGENER et al., 2017). Estes HPAs podem ser provenientes de fontes naturais, como
por sintese de espécies aquaticas ou terrestres e erosdo sedimentar, e sdo classificados
como compostos marinhos de distribuicdo normal (QIAO et al., 2022). As mais diversas
formas de intoxicacdo por HPAs incluem contato direto com a pele, além do solo,
inalacdo de ar e/ou a ingestao de dguas e alimentos contaminados ou com concentragdes
acima do permitido (OMS, 1998).

Entretanto, grande parte dos HPAs detectados em ambientes aquaticos advém do
excesso de atividades antropicas em areas proximas, como a combustdo de produtos
fosseis e plasticos (LIU et al., 2021). Em regides costeiras e estuarinas, estes poluentes
sdo abundantes devido aos processos de escoamento de regides urbanas, manipulagao de
6leos, bem como por atividades portuarias comerciais e de navegacdo (BLANCHARD;
SHAW, 2021; CHEN et al., 2022).

Os HPAs tém sido frequentemente quantificados nos tecidos de organismos
aquaticos e em sedimentos, inclusive de estuarios (DE LEMOS SCOFIELD et al., 2017).
A fraca capacidade de solubilidade sdo caracteristicas que explicam a sua intensa
deposigdo por precipitacdo ou floculagdo, sendo um fator determinante de potencial risco
ecotoxicologico aquatico (DE LUCA REBELLO WAGENER et al., 2017). Indices
elevados de HPAs em estudrios, lagos e sedimentos marinhos afetam significativamente
a biota, causando impactos negativos a curto e longo prazo (ZOVEIDADIANPOUR et
al., 2023).

Estudos ja tém mostrado que regides estuarinas sofrem com processos continuos
de contaminagdo por HPAs (Figura 4) e que estes impactam diretamente na ecologia € no
desenvolvimento das espécies (PINHEIRO-SOUSA et al., 2021; DA SILVA CASTRO
et al., 2019; DE JESUS et al., 2021). Uma vez que estes contaminantes frequentemente
sdo langados em ambientes aquaticos, sdo considerados importantes agentes causadores
de dano ambiental. Alguns HPAs de 2 a 6 anéis benzénicos sdo, inclusive, classificados
pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) como poluentes
prioritarios (AMEUR et al., 2023), pois quando em baixas torna-se invidvel diagnosticar

a rota destes poluentes — se natural ou mista.

Parte da revisdo de literatura aqui apresentada foi publicada como capitulo de livro no eBook “Monitoramento
Ambiental: metodologias e estudos de casos - Volume 117, editora i-EDUCAM. DOI: 10.29327/5199744.2-8.



23

Figura 4. Estrutura quimica dos principais hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
encontrados em regides costeiras e estuarinas.
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Fonte: MEIRE; AZEREDO; TORRES, 2007.

2.2.2 Elementos-traco

Os elementos-trago (oligoelementos) estdo, normalmente, presentes em pequenas
quantidades (menos que 100 mg/dia) em diversos seres vivos € a maioria desempenha
funcdes bioldgicas essenciais, como de crescimento e metabolismo (ZHANG et al.,
2016). Dentre eles, se destacam: aluminio (Al), boro (B), chumbo (Pb), cobalto (Co),
cobre (Cu), cromo (Cr), ferro (Fe), fluor (F), iodo (I), manganés (Mn), molibdénio (Mo),
selénio (Se), vanadio (V) e zinco (Zn) (CARNEIRO et al., 2018; GONCALVES et al.,
2020).

Em concentragdes normais, esses compostos geralmente trazem beneficios a
saude, porém em niveis acima dos limites permitidos pela legislacio podem gerar
distirbios que afetam a homeostase de um organismo. Por exemplo, a exposi¢do cronica
a alguns desses elementos pode estar associada a surgimento de disturbios psicomotores
e cognitivos (JANKA, 2019), e sua falta pode favorecer problemas reprodutivos e de
fertilidade (MIRNAMNIHA et al., 2019).

No ambiente aquatico, os oligoementos estdo normalmente distribuidos (Figura
5) (VASCONCELLOS et al., 2021), porém pela crescente liberagdo de residuos

decorrentes de atividades antropicas, estdo entre os compostos mais comumente
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encontrados nos ecossistemas marinhos, sendo considerados poluentes graves e muito
prevalentes (PARRINO et al., 2021). Segundo El Idrissi e colaboradores (2023), estes
elementos sdo de facil disseminagdo aqudtica e tendem a se bioacumular nos mais

diversos 6rgaos dos animais residentes, como intestino e gonadas.

Figura 5: Elementos-traco normalmente distribuidos em dguas potaveis e superficiais.

Elemento-trago Agua potavel Sistema aquatico superficial
ug L

Al 37 (< 10-149) 200 (< 10-524)
Fe 121 (7-607) 844 (78-3.093)
Mn 41 (3-136) 146 (55-697)
Pb 1 (< 1-4) 30 (< 1-153)
Zn 30 (10-58) 115 (21-612)
Cu 11 (< 1-72) 8 (< 3-14)
Co 21 (< 1-64) 78 (7-113)
Cd - 7 (< 3-13)
Cr - 13 (6-46)

Fonte: GUILHERME et al., 2005.

Naturalmente, os elementos-traco seguem a dindmica de escoamento e eliminacao
em ambientes aquaticos através de matéria organica dissolvida na agua, sendo absorvidos
por minerais de argila ou formando sulfetos a medida que sofrem processos sedimentares
(WANG et al.,, 2023). Entretanto, pela deposi¢do frequentes destes compostos,
fendomenos de bioacumulacdo e distribuicdo em organismos sdo recorrentes € podem ser
considerados fatores de risco para a regulagdo e funcionalidade das espécies (ZHANG et
al., 2016).

As atividades portuarias sdo grandes responsaveis pela liberagdo de elementos-
traco provenientes de produtos quimicos, minérios e outras substincias que depositam
estes residuos em regides costeiras (DI BENEDITTO et al, 2020). Estudos de
biomonitoramento ambiental j4 tém sido relatados (JAHAN; STREZOV, 2019),
entretanto episodios frequentes os tornam insuficientes para o estabelecimento de

estratégias efetivas de controle destes poluentes.
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2.2.3 Organo Estanhos

Organo estanhos (OTs) sdo compostos organicos a base de estanho que
geralmente possuem em sua estrutura uma ou mais ligagdes carbono-estanho (OKORO
etal.,2011). Ao longo dos anos, os OTs costumaram a ser utilizados como pesticidas em
plantagdes de grande porte (Figura 6) e, principalmente, como moléculas biocidas com
aplicagdo em tintas anti-incrustantes para revestimentos de embarcacdes, a fim de evitar
a proliferagdo de vermes e organismos marinhos aderentes (GODOI; FAVORETO;
SANTIAGO-SILVA, 2003).

Figura 6. Estrutura quimica dos principais pesticidas organoestanicos comercializados
no Brasil: (a) Azocyclotin; (b) Cyhexatin; (¢c) Vendex; (d) Brestan; (e) Duter.
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Fonte: GODOI; FAVORETO; SANTIAGO-SILVA, 2003.
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A contaminagao aquatica por residuos de organo estanhos tem sido cada vez mais
preocupante. O estanho e residuos derivados estdo entre os mais agravantes poluentes
detectados em regides estuarinas, principalmente onde ha intensa movimentacao
portudria e/ou industrial, representando uma seria problemadtica para os ecossistemas
aquaticos (KUCHARSKI et al., 2022; MOUNTFORT et al., 2007).

A bioacumulagdo destes compostos toxicos em tecidos de espécies residentes ja
tem sido relatada ha um tempo (QUEVAUVILLER et al., 1989) e ocorre, geralmente,
pela absor¢do direta destes derivados quimicos. Os organo estanhos exibem expressiva
ligagdo ao esqueleto do DNA e podem alterar o metabolismo intracelular de fosfolipideos
que constituem o reticulo endoplasmatico do organismo exposto (ARJIMAND et al.,
2014). Entretanto, por mais que a contaminacao por OTs venha aumentando, mais estudos
que busquem compreender a rota destes poluentes sdo necessarios para que eles possam

ser corretamente abordados e redirecionados.
2.2.4 Organoclorados

Compostos organoclorados (OCs) sdo pesticidas atualmente muito utilizados nos
mais diversos setores da agricultura. Ainda que sejam proibidos em diversos paises no
mundo, no Brasil a utilizagdo de organoclorados ¢ plenamente difundida, gerando
distirbios nos mais diversos ecossistemas, inclusive os aquaticos (MOHAMMED et al.,
2011). Neste contexto, regides estuarinas e portudrias — que geralmente abrigam também
intensas atividades industriais e agricolas — estdo diretamente associadas a frequente
liberagdo de organoclorados em estuarios (OLIVA et al., 2022; PEREIRA RIGHI et al.,
2022).

Os pesticidas OCs s@o reconhecidos pela agdo permanente e duradoura, € podem
apresentar toxicidade a diversos sistemas de um organismo (SILVA; GARRIDO, 2021).
Estes compostos apresentam estruturas ciclicas (Figura 7), onde um ou varios atomos de
hidrogénio sd3o substituidos por cloro. Dentre os principais OCs, o
diclorodifeniltricloroetano (DDT), o dieldrin e o toxafeno tém sido comumente relatados
por apresentarem efeitos teratogénicos € nocivos ao sistema neuroendocrino, além de
significativa depressdo imunoldgica e reprodutiva (MARTYNIUK; MEHINTO;
DENSLOW, 2020).
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Figura 7. Estrutura quimica dos principais pesticidas organoclorados comercializados
no Brasil.
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Por serem bastante lipofilicos, ao serem despejados em ambientes aquaticos, estes
poluentes sdo altamente resistentes aos mecanismos de degradacdo presentes nos
ecossistemas, o que favorece a sua bioacumulacio nos tecidos adiposos, o que leva a
intoxicacao de espécies residentes ou até mesmo transitorias, através das dindmicas das
cadeias troficas por biomagnificacdo (ABUBAKAR et al., 2020).

Uma vez absorvidos, esses compostos sdo lentamente biotransformados devido a
sua complexidade quimica estrutural por inimeros grupamentos de cloro, o que dificulta
a excre¢do por processos enzimaticos naturais (MEDEIROS; ACAYABA;
MONTAGNER, 2021). Assim, sdo descritas intoxica¢cdes multiplas que afetam
principalmente os sistemas nervoso, imunologico, digestivo e urinario, além de causarem

disfuncdes génicas.
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2.2.5 Compostos Fenolicos

Os fenois sdo compostos caracterizados quimicamente pela presenca de um
grupamento de anel benzénico, onde um atomo de carbono ¢ substituido por um outro
grupamento hidroxila e ha notavel reatividade dos demais cinco 4tomos de carbono a
radicais alquilas e/ou halogénicos, com a produgdo direta de fenois alquilados ou
halogenados (DE LUCA REBELLO WAGENER et al.,, 2017). Em concentragdes
normais, estes compostos apresentam expressiva atividade antioxidante direta e
dificultam o surgimento de patologias ao eliminarem radicais livres e lipoxigenases, além
de quelarem metais (MARTfNEZ-VALVERDE; PERIAGO; ROS, 2000).

Com ampla aplicagdo industrial (Figura 8), os fenois estao, geralmente, associados
a produtos petroquimicos, refinarias de petroleo, no processamento de carvao, celulose e
papel, nos setores farmacéuticos, de pesticidas, de sidertrgicas, de plasticos, de resinas
poliméricas e de materiais téxteis, podendo ser liberados nos ambientes aquaticos como
residuos organicos em decomposi¢cdo (EL ZOKM; EL-SAID; EL ASHMAWY, 2022).
Assim, a exposicdo cronica a estes poluentes decorrente do excesso de atividades
antropicas, inclusive em regides estuarinas, pode gerar danos diretos a pele, disfungdes
gastrointestinais, renais e nervosas, bem como a inducdo de processos mutagénicos (DE

LUCA REBELLO WAGENER et al., 2017).

Figura 8. Estrutura quimica dos principais compostos fendlicos com aplica¢ao industrial.
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Os compostos fendlicos podem estar presentes de forma natural em ecossistemas
aquaticos, pois sdo sintetizados por diversos organismos, sobretudo bactérias, plantas e
animais. Estes compostos sdo bioacessiveis e biodisponiveis em rotas quimicas,
enzimaticas e mecanicas, desempenhando fung¢des metabodlicas essenciais, porém
também demonstram perfil de bioacumulagio (CERECERES ARAGON et al., 2018).
Devido a isso, esses grupamentos sdo considerados poluentes de grande relevancia, pois
podem se acumular por longos periodos de tempo no ambiente e nas espécies residentes
(MONEER et al., 2021).

Os fenois podem, ainda, alterar caracteristicas organolépticas dos ambientes
aquaticos, como sabor e odor, tornando-os hostis ecologicamente (PANIGRAHY et al.,
2022; SHAZRYENNA et al., 2015). Os fenois e seus bioisosteros — como os nitrofendis
e clorofenois — em concentragdes elevadas ja sdo relatados como toxicos para peixes e
outros organismos marinhos (SINGH et al., 2022), podendo neles causar efeitos nocivos
diretos e desregulacdes endocrinas (PAPAZI; KOTZABASIS, 2007). Assim, os
compostos fendlicos necessitam ser corretamente processados em efluentes para que

possam ser evitados eventos de contaminagdo aquatica.
2.3 BIOMONITORAMENTO EM REGIOES INDUSTRIAIS E PORTUARIAS

Como grandes responsaveis por eventos de contaminacdo, regides industriais e
portudrias necessitam de constante biomonitoramento, de modo que seja garantido o alto
fluxo das atividades, porém sem o comprometimento da dinadmica dos ecossistemas
aquaticos (BARBARIN et al., 2023). Este paralelo ¢ estabelecido a partir das
ininterruptas movimentagdes de embarcagdes de médio e grande porte nestas areas que
favorecem a liberag¢do cada vez mais frequente de poluentes (CUTRONEO et al., 2017).

Atualmente, diversas ferramentas de biomonitoramento podem ser aplicadas em
regides industriais e portuarias. Com uma das mais utilizadas, a analise de biomonitores
¢ um excelente mecanismo para avaliacdo ecologica das espécies, evidenciando como a
presenga de provaveis poluentes no ambiente aquatico pode alterar a dindmica de
desenvolvimento, migracdo e reprodugdo (KILIC; YUCEL, 2022; RECABARREN-
VILLALON et al., 2021). Assim, diversas espécies ja sdo descritas na literatura como

biomonitores estuarinos e costeiros (BOLUDA-BOTELLA; SAQUETE; SANZ-
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LAZARO, 2023; BONANNO; VENEZIANO; PICCIONE, 2020; GARCIA-GARIN et
al., 2019; SMALLING et al., 2016).

Por outro lado, a investigacdo qualitativa e quantitativa de biomarcadores em
organismos residentes constitui uma técnica de biomonitoramento mais abrangente. A
utilizagdo de biomonitores promove um estudo aprofundado de como poluentes na agua
e nos sedimentos podem afetar a fisiologia dos individuos, que irdo apresentar respostas
bioldgicas indicativas de estresse ou lesdes (FU et al., 2017; MEENA et al., 2022).

Adicionalmente, respostas fisico-quimicas associadas aos ambientes aquaticos
também sdo mecanismos basicos de monitoramento ambiental amplamente utilizados em
cenarios de contaminag¢do quimica e/ou bioldgica, pois revelam dados fidedignos, de
forma rapida, pratica e sem altos custos (COSTALAGO et al., 2020). Dentre as formas
mais comuns de controle estdo a medi¢ao de matéria organica dissolvida, indices de pH,
turbidez e temperatura, e caracteristicas organolépticas e microbiologicas dos estudrios

(GOMEZ-GUTIERREZ et al., 2016; LI et al., 2014; SHI et al., 2021).
2.4 PEIXES COMO ORGANISMOS BIOMONITORES

A procura por organismos biomonitores tem se tornado essencial em regides
industriais e portudrias com intensas atividades, visto que a dgua pode ser facilmente
atingida por eventos de contaminagdo (ONYANGO et al., 2018; RIBEIRO et al., 2020).
Como ferramenta para o biomonitoramento de regides costeiras com intenso fluxo
portudrio, a utilizacdo de peixes como espécies biomonitoras tem sido extremamente util.

Em analises qualitativas e quantitativas, estes organismos podem ser empregados
para mensurar os efeitos nocivos dos poluentes e auxiliar no desenvolvimento de
estratégias que busquem a diminui¢do de perturbacdes nos ecossistemas (VAN DER
OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003). A aplicagdo de peixes como biomonitores
fornece um panorama de como os poluentes langados no ambiente podem afetar a fauna
residente, muitas vezes sensivel aos xenobidticos e com alta capacidade de
filtragdo/bioacumulagdo (GALLEGO-RIOS; PENUELA; MARTINEZ-LOPEZ, 2021).

As andlises comportamental e de respostas biologicas geradas em peixes sob
condi¢des de estresse por exposicdo a agentes toxicos sdo muito utilizadas por serem
semelhantes as dos mamiferos, como os humanos (ALMEIDA et al., 2021). Entretanto,

variaveis ambientais e endogenas, além de suas correlagdes provocadas pela
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sazonalidade, limitagdes alimentares e alteragdes hepaticas pontuais sdo fatores que
reconhecidamente tém influéncia nas respostas de organismos aquaticos, inclusive peixes
(AHVO et al., 2020).

Contudo, a quantificagdo de poluentes derivados de embarcagdes ou atividades
dos portos que possam estar bioacumulados em tecidos de peixes ¢ uma 6tima alternativa
para analise de risco ambiental e de satide ptblica, uma vez que grande parte das espécies
sdo amplamente comercializadas para consumo. Alguns fatores que tornam uma espécie
um bom biomonitor sdo a abundancia no ecossistema ou area de estudo, ndo-migracao e
resisténcia as dinamicas do ambiente aquatico (VIEIRA et al., 2020). Diversas espécies
jé tém sido relatadas na literatura como organismos-modelo para analise dos processos
de contaminagdo portuaria (FANG et al., 2019; KUMAR-ROINE et al., 2022; MONIER;
SOLIMAN; AL-HALANI, 2023; REBOA et al., 2022).

2.5 INDICES BIOMETRICOS

Os indices biométricos sdo importantes ferramentas na avaliagdo de como
poluentes lancados em regides industriais e portudrias podem afetar o desenvolvimento
de organismos residentes. Assim, por conta de atenuadas ag¢des antrOpicas, como a
superexploragdo de recursos petroquimicos, as espécies tendem a manifestar atrasos no
crescimento e na reproduciao (ISLAM; SHAMSUDDOHA, 2018).

Neste cenario, os estudos biométricos sdo importantes alternativas de
biomonitoramento, pois permitem a observagdo precisa da biomassa de espécies em
habitats especificos (JISR et al, 2018; ROBIUL HASAN; MAMUN; YEAMIN
HOSSALIN, 2021) como as regides costeiras e estuarinas. Além disso, a partir da biometria
também podem ser elaboradas melhores estratégias de manejo e conservacao (HOSSAIN
etal., 2016).

Dentre as principais variaveis estudadas, as relagdes entre peso e comprimento se
sobressaem (ROBIUL HASAN; MAMUN; YEAMIN HOSSAIN, 2021) ao permitirem
avaliar as taxas de desenvolvimento das espécies, bem como os estoques populacionais
no ecossistema (ULLAH; MREDUL, 2022). Vale ressaltar que todos os demais
parametros biométricos — indices hepatossomatico (IHS) e gonadossomatico (IGS) —

podem, ainda, ser correlacionados com outros objetos de investigagdo, como a
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quantificagdo de bioacumulacdo tecidual por metais-trago potencialmente toxicos
(RAMOS-MIRAS et al., 2019).

A coleta e andlise biométricas tém sido relatadas para diversos tdxons e nichos
aquaticos de regides industriais e portudrias. Todavia, grande parte dos estudos tendem
ao foco principal em peixes (BHARTI; RASOOL, 2021; POLAK-JUSZCZAK et al.,
2022), onde estes dados podem ser utilizados até mesmo para mensurar graus de risco de
extingao.

Contudo, ¢ importante ressaltar que ndo apenas poluentes estdo associados a
alteracdes de biometria; estes parametros também podem ser afetados por fatores
abioticos, como temperatura e salinidade, além da disponibilidade direta de nutrientes na
agua (HENEISH; RIZKALLA, 2021). Assim, entende-se por consenso que nao ¢
recomendada a avaliagdo isolada de parametros biométricos para mensurar o grau de

contaminagdo em ecossistemas aquaticos, como os estuarinos e costeiros.
2.6 BIOMARCADORES

Biomarcadores sdo definidos como respostas bioldgicas atribuidas a organismos
frente a exposicao a agentes potencialmente nocivos, onde possam ser mensurados danos
a niveis molecular, celular e/ou histologico (IFTIKHAR; ZAFAR; HASHMI, 2022).
Estes marcadores podem ser classificados de acordo com a natureza da resposta, que pode
ser de exposicao — onde se destacam alteracdes na atividade de enzimas e sinalizadores
metabolicos — ou de efeito, muito associada a eventos de estresse oxidativo (BLANK DO
AMARAL et al., 2020).

Os biomarcadores representam propriedades que indicam alteragdes nas
atividades bioldgicas de homeostase ou patogénese oriunda de determinada agressdo,
estimulo ou reparo; podem ser avaliados em diversos tipos de amostras biologicas
(JULIAN-JIMENEZ; GONZALEZ DEL CASTILLO; CANDEL, 2017) e permitem a
obtencao de dados ecotoxicoldgicos fidedignos de forma simples ou até mais complexa
(ORNELAS-GONZALEZ et al., 2021). Estas respostas biologicas podem ser diversas,
com destaque as histologicas, biométricas, enzimaticas, bioquimicas e microbioldgicas,
e para que sejam corretamente analisadas, as técnicas e reagentes-padrdo devem

demonstrar alta especificidade (GARCIA-RIO ez al., 2022).
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Entretanto, mesmo que ja existam diversos estudos que utilizem biomarcadores
associados a espécies icticas estuarinas residentes no complexo portudrio de Sao Luis,
Maranhdo (CARVALHO NETA et al., 2014; CARVALHO-NETA; TORRES; ABREU-
SILVA, 2012; PINHEIRO-SOUSA; DA SILVA DE ALMEIDA; FORTES
CARVALHO-NETA, 2013), estratégias de monitoramento que utilizem dessas
metodologias ainda ndo foram concretamente empregadas pelo poder publico. Todavia,
o desenvolvimento e aprimoramento dessas metodologias abre um campo promissor para
a realizagdo de estudos mais amplos e com maiores perspectivas reais de monitoramento

destas areas.
2.7 TIPOS DE BIOMARCADORES

Dentre os principais tipos de biomarcadores mensuraveis em peixes estao:
enzimas de biotransformagdo, como SOD, CAT e GST, consideradas excelentes
biomarcadores icticos (CARVALHO NETA et al, 2014; RIBEIRO et al., 2005);
bioquimicamente, a quantificacdo de metalotioneinas, proteinas indicadoras da presenca
de metais-traco nos ambientes aquaticos (RODRIGUES, 2007); além de indices
biométricos e lesdes hepaticas/branquiais como 6timos marcadores biologicos diretos
pela rapidez e baixo custo associado (PINHEIRO-SOUSA; DA SILVA DE ALMEIDA;
FORTES CARVALHO-NETA, 2013).

Além dos parametros acima descritos, a sensibilidade e especificidade de técnicas
microbioldgicas complementares possibilitam a busca por patégenos bioindicadores na
superficie e no interior de espécies residentes. Estas andlises se baseiam na correlagao
direta entre eventos de contaminagdo quimica — principalmente por metais-trago — e
biologica, provenientes da liberacdo de residuos domésticos e industriais (DAUD et al.,

2017), e o surgimento de patdogenos com fendtipos de multirresisténcia.
2.7.1 Biomarcadores enzimaticos e/ou bioquimicos

A andlise de biomarcadores enzimaticos em peixes utiliza substratos especificos
e concentracdes como padrdes indicadores, e sdo muito utilizados para a avaliagdo de
estresse oxidativo por meio da quantificacdo de enzimas antioxidantes — sobretudo
hepaticas — em individuos expostos a xenobioticos (NUNES et al., 2020). Alguns

marcadores avaliados incluem as enzimas SOD, CAT, GSH, GST e reagoes de
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lipoperoxidagdo (PINHEIRO-SOUSA et al., 2021), além de acetilcolinesterase muscular
(AChE) e lactato desidrogenase (LDH), correlacionando estas tiltimas com outros fatores
celulares como intensidade dos centros melanomacrofagos (MMC) esplénicos e
granulomas hepaticos (DALLARES et al., 2014).

Além disso, a frequente exposi¢do a contaminantes pode atuar como agente pro-
oxidante, o que promove a sintese intracelular de espécies reativas de oxigénio (ROS)
que despertam mecanismos antioxidante enzimaticos e moleculares nos animais,
principalmente pela indug¢do da expressao de outras enzimas como glutationa peroxidase
(GPx), glutationa redutase (GR) e glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH)
(FERREIRA et al., 2021). Através de técnicas gendmicas e protedmicas, sdo descritos
diversos mecanismos distintos para biomarcadores enzimaticos, a exemplo da GST como
importante composto de biotransformag¢do de xenobidticos em eucariontes, além da
investigacdo de interleucinas e citocinas (RIGHETTI et al., 2019).

O aumento da atividade de enzimas antioxidantes em espécies aquaticas —
sobretudo CAT e GST — tem sido frequentemente detectado no figado e nas branquias,
sendo um importante mecanismo primario na desintoxicacdo de metais pesados, como
Cd, Cr, Hg, Ni e Pb que estdo normalmente presente em regides portuarias (RIBEIRO et
al., 2020). A atividade elevada de GST em resposta a exposi¢do quimica também ja tem
sido descrita em amostras de glandulas digestivas (LUCHMANN et al., 2011).

A aplica¢do de biomarcadores enzimaticos mostrou, ainda, que altos indices de
poluentes em ambientes aquaticos também induzem alteragdes no metabolismo da
microbiota residente. O aumento da atividade de esterases (EST) resulta em uma maior
hidrolise de matéria organica, o que causa a liberagdo de metais e outros contaminantes
(MOREIRA et al., 2021). Assim, em efeito cascata, niveis maiores destes metais e
contaminantes podem ser prejudiciais e até mesmo letais aos peixes residentes, mesmo
que estes possuam habilidades intrinsecas de tolerancia por adaptag@o a xenobidticos.

Por outro lado, alguns marcadores bioquimicos, como as metalotioneinas, tendem
a apresentar niveis mais elevados na presenca de anormalidades causadas por metais-
traco, sendo um importante mecanismo de desintoxicagdo (BLANK DO AMARAL et al.,
2020). Estes biomarcadores sdo frequentemente aplicados com sucesso na andlise e
mapeamento das rotas de contaminantes quimicos em ambientes marinhos
(LUCHMANN et al, 2011). E importante abordar, ainda, um dos principais

biomarcadores bioquimicos hormonais em peixes: o cortisol. Em situagdes de estresse
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agudo ou cronico, os niveis séricos deste hormonio podem se alterar rapidamente através
da ativacdo do eixo hipotalamo-hipofise-interrenal, que uma vez acionado pode levar a
uma série de reagdes que causam desequilibrio metabodlico e i6nico (KOAKOSKI et al.,

2014).
2.7.2 Biomarcadores histolégicos

Os biomarcadores histoldgicos fornecem uma visdo mais detalhada de como os
poluentes oriundos de atividades portuarias podem lesionar os mais diversos organismos
aquaticos residentes, como os peixes. A bioacumulagdo tecidual de contaminantes
quimicos, como os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs), pode influenciar no
ciclo reprodutivo e demais aspectos que envolvam o desenvolvimento e ecologia das
espécies, sendo observadas respostas histologicas e moleculares tanto em fémeas quanto
machos (MARTINS DOS REIS et al., 2023). Alguns dos principais biomarcadores
histologicos mais estudados incluem alteragdes em orgaos-chave dos animais, como o
figado e as branquias. Quando constatadas, estas lesdes teciduais sdo importantes
indicadores na presenca de contaminantes em ecossistemas aquaticos (SOARES et al.,
2020).

A avaliagdo histologica e também biométrica em peixes ja tem sido explorada em
estudos de monitoramento estuarino (CARVALHO NETA et al., 2014b). Estes ensaios
apresentam um banco de dados para o bagre guribu (Sciades herzbergii) e avaliam os
danos segundo padrdes de reagdo, como disturbios circulatorios e/ou inflamatorios, além
de mudangas regressivas ou progressivas. Sao descritas analises dos tecidos hepatico e
branquial na investigacdo histopatologica e da bioacumulagdo de xenobioticos, o que
pode confirmar suspeitas de contaminagio, aumentos dos riscos de biomagnificacao e,
consequentemente, a populacdo que os consome. Outras analises branquiais em peixes
que mostraram lesdes confirmaram que estas também ocorreram em decorréncia do
estresse ambiental (NUNES et al, 2020), o que fomenta a utilizagdo destes
biomarcadores como estratégia na criagdo de modelos que avaliem parametros
ecotoxicologicos costeiros de forma mais precisa.

De maneira complementar, a avaliacdo do tecido renal também tem sido uma
importante ferramenta na investigacdo de poluentes em ambientes aquaticos, visto que

estes orgaos estdo diretamente associados a osmorregulacdo e homeostase das espécies

Parte da revisdo de literatura aqui apresentada foi publicada como capitulo de livro no eBook “Monitoramento
Ambiental: metodologias e estudos de casos - Volume 117, editora i-EDUCAM. DOI: 10.29327/5199744.2-8.
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icticas (DA SILVA CASTRO et al., 2019). Logo, ao serem observados estes critérios,
poderdo ser adotadas estratégias que evitem prejuizos em niveis mais elevados de
organizagdo bioldgica, visto que estas alteragdes podem gerar impactos diretos no

equilibrio ecoldgico marinho (PINHEIRO-SOUSA et al., 2021).
2.8 BIOINDICADORES MICROBIOLOGICOS

Ambientes estuarinos que abrigam intensas atividades portudrias sofrem com a
frequente liberagdo de efluentes que carreiam residuos organicos e quimicos. Estes
fendmenos levam a dispersdo de microrganismos e podem, ainda, induzir fendtipos de
multirresisténcia em patogenos clinicamente relevantes (CUNHA et al., 2021) e que sdo
importantes marcadores de contaminagdo ambiental, como Escherichia coli (AGENSI et
al., 2019) e Enterococcus spp. (NNADOZIE; ODUME, 2019; RAHMAN et al., 2017).

Em peixes de forma geral, a microbiota natural desempenha fungdes importantes
ao equilibrio homeostatico, como suporte imunoldgico e nutricional. A presenca de
patdgenos na agua provocado por essa liberacdo de esgotos e materiais sanitarios, como
lixos hospitalares, pode afetar todo o microbioma dos individuos, pois a sua ingestdo pode
causar distirbios inflamatérios e metabolicos, sobretudo nas glandulas digestivas,
resultando em dano tecidual e diminui¢do da atividade enzimatica, como ja relatado em
peixes (ZHU et al., 2022).

Desta forma, estudos que busquem investigar através de isolamento e
identificagdo os microrganismos residentes implicam na avaliacdo direta do estado
fisiologico dos peixes e, consequentemente, das condigdes ambientais em que estes estdo
inseridos (DUARTE et al., 2014). Para a andlise de biomarcadores microbiologicos
geralmente sdo utilizados multiplos métodos de investigacdo fenotipica voltados a
linhagens com perfil de resisténcia e genotipica para expressao de genes de viruléncia,
bem como a detec¢do de alvos especificos dos microrganismos de interesse, como
estruturas-chave da parede celular, proteinas de superficie e hifas/micélios (GARCIA;
PEMAN, 2018).

Acrescido a isto, os impactos causados em regides estuarinas pela construcao de
estruturas portudrias, crescentes atividades agricolas e continuo processo de urbanizacao
também afetam a microbiota de peixes residentes e que pode ser utilizada como

ferramenta bioindicadora. A contaminagdo por metais-trago e outros compostos quimicos

Parte da revisdo de literatura aqui apresentada foi publicada como capitulo de livro no eBook “Monitoramento
Ambiental: metodologias e estudos de casos - Volume 117, editora i-EDUCAM. DOI: 10.29327/5199744.2-8.
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— até mesmo antimicrobianos presentes nos efluentes — pode favorecer o surgimento de
patogenos com linhagens de resisténcia a multiplas drogas (MDR), com expressdo de
enzimas liticas, como [-lactamases, ¢ de tolerancia/resisténcia a metais (MTGs)

(FURLAN et al., 2022).

2.9 Sciades herzbergii COMO ESPECIE BIOMONITORA PARA AVALIACAO
DE IMPACTOS AMBIENTAIS EM REGIOES INDUSTRIAIS E PORTUARIAS

Sciades herzbergii (Figura 9), comumente conhecida como bagre guribu, ¢ uma
espécie ictica de carater bentonico selvagem presente desde o sul do Caribe até a costa
nordestina brasileira (FOGEL et al., 2017), sendo muito prevalente em regides de
manguezais entre marés. Estes peixes pertencem a familia Ariidae e a grande ordem dos
siluriformes, o que os enquadra no nicho de espécies com a afinidade aos climas tropical
e subtropical, podendo habitar 4guas salgadas, salobras e doces (AL-HUSAINI et al.,
2021).

Os habitos alimentares mais comuns de S. herzbergii incluem comportamentos
carnivoros, como a predagdo de pequenos caranguejos, crusticeos € peixes menores,
porém também costumam consumir vegetais (KRUMME; BRENNER; SAINT-PAUL,
2008). A frequéncia alimentar de S. herzbergii pode variar ainda de acordo com a fase de

maré, onde em margs vivas o consumo didrio pode ser até 3,8x maior.

Figura 9. Sciades herzbergii (bagre guribll) amostrados na area de influéncia direta da
regido industrial e portuaria de Sao Luis, Maranhao, Brasil.

Fonte: PINHEIRO-SOUSA et al., 2021.

Por ser um peixe de porte volumoso, grande abundancia local e carne de

qualidade, S. herzbergii ¢ um importante produto para a pesca comercial e interior.

Parte da revisdo de literatura aqui apresentada foi publicada como capitulo de livro no eBook “Monitoramento
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Entretanto, aspectos que podem tornar esta espécie menos atraente economicamente sao
o fato de os machos serem incubadores orais (criadores de boca) em todos os estagios de
desenvolvimento, desde ovos até larvas e pds-larvas, e ndo apresentaram altas taxas
reprodutivas e de fecundidade. Para concluir os rituais reprodutivos de desova, os machos
geralmente se deslocam a foz de rios ou lagos (DA SILVA MOURAO; BARBOSA
FILHO, 2018).

Devido ao seu alto valor comercial regional, anatomofisiologia desejavel e
aspectos ecologicos conhecidos, o bagre guribti ¢ um importante organismo biomonitor
de ambientes marinhos expostos a contaminagdo quimica e/ou bioldgica por atividades
portuarias (DA SILVA CASTRO et al., 2019). Alguns fatores considerados na escolha
de S. herzbergii incluem o fato de serem um dos principais produtos da pesca interior,
possuirem grande tolerancia a condi¢des ambientais adversas, sofrerem com alta
atividade de bioacumulacdo tecidual de xenobidticos e ndo apresentarem
comportamentos migratérios (ALMEIDA et al., 2021).

A utilizacdo do bagre guribu (S. herzbergii) como espécie biomonitora permite
um maior detalhamento nos estudos sobre as diversas formas de interagdo entre seres
humanos ¢ o ambiente (ABDEL-TAWWAB et al., 2019; FORTES CARVALHO NETA
et al., 2017; LIMA et al., 2018; RBBANI e al., 2021; SAULIUTE; MARKUCKAS;
STANKEVICIUTE, 2020). Avangos na ecotoxicologia moderna possibilitam a descrigao
de uma maior variedade de biomarcadores associados a estes importantes biomonitores
que podem, inclusive, ser empregados para avaliar os efeitos decorrentes de
contaminagdes por atividades antropicas em regides portuarias (ARAUJO et al., 2018).
Assim, por ser um peixe amplamente difundido, quaisquer alteragdes ou disturbios
detectados em S. herzbergii representam provaveis impactos em todo o ecossistema em
que ele esta inserido.

Diversos estudos de biomonitoramento utilizando diferentes tipos de
biomarcadores ja tém sido descritos na literatura para o bagre estuarino S. herzbergii, o
que o torna uma confiavel espécie biomonitora. Dentre os mais frequentemente relatados
estdo os de quantificacdo da atividade de enzimas de estresse oxidativo — sobretudo
hepaticas — como SOD, CAT, GSH, GST e LPO; da presenca de xenobidticos na bile;
variagdes nos indices biométricos; isolamento e investigacdo de microbiotas residentes e
transitorias; e alteragdes histoldgicas nas branquias, rins, figado e tecido nervoso (DA

SILVA CASTRO et al., 2019; NUNES et al., 2020; PINHEIRO-SOUSA et al., 2021).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 AREA DE ESTUDO

Em termos de importancia econdmica, a Baia de Sdo Marcos ¢ classificada como
uma das mais importantes do litoral brasileiro, devido a instalagdo do complexo portuario
do Estado do Maranhdo (1960), onde atuam cerca de 30 empresas, dentre elas a VALE,
ALUMAR/ALCOA e Petrobras, responsaveis pela movimentagdo de cargas para o Brasil
e todo o mundo.

O complexo portuario de Sdo Luis — Porto Grande (PG, 02°39.460'S,
44°21.401'W), aqui referenciado como éarea potencialmente contaminada em funcao dos
multiplos poluentes registrados em estudos recentes de quimica ambiental e conservagao,
estéd localizado no noroeste da Ilha do Maranhao, tendo como limites a norte, manguezais
e matas de terra firme; manguezais a leste e sudeste; e a baia de Sao Marcos de noroeste
a sul (CARVALHO-NETA, 2010; SOUSA, 2012).

Em contrapartida, a oeste da Baia de Sdo Marcos encontra-se a Ilha dos
Caranguejos (IC, 02°50.61'S, 044°30.614'W), regido aqui utilizada como zona de
referéncia, por ser uma Area de Protegdo Ambiental estadual, considerada em extensdo a
segunda maior ilha do Estado do Maranhdo. Essa Unidade de Conservagdo enquadra-se
no setor norte da plataforma continental brasileira e recebe aguas do rio Mearim (SOUSA,

2012), estando a 30 km da zona de influéncia (Figura 10).
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Figura 10. Mapa da érea estuarina da Baia de S@o Marcos. PG: Porto Grande; IC: Ilha
dos Caranguejos.
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3.2 COLETA DOS PEIXES E OBTENCAO DOS DADOS ABIOTICOS

Os peixes (n = 80; machos = 48 e fémeas = 32) foram coletados com armadilhas
fixas de pesca (tapagem) nas épocas chuvosa e de estiagem dos anos de 2021 e 2022. A
coleta dos exemplares de S. herzbergii foi autorizada pela Secretaria Estadual de Meio
Ambiente e Recursos Naturais — SEMA (015/2020) e todos os procedimentos
metodoldgicos para a manipulagio dos peixes foram aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa Animal da Universidade Estadual do Maranhao — UEMA (04/2020), cumprindo
as diretrizes do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal/Sociedade Brasileira da
Ciéncia em Animais de Laboratorio — SBCAL/COBEA (COBEA, 205).

Paralelo a captura dos peixes, os dados foram georreferenciados e, in situ, obtidos
em triplicata dados de salinidade, pH, temperatura e oxigénio dissolvido (OD), medidos
aproximadamente as 10h00 nos locais delimitados durante as estacdes chuvosa e de
estiagem, utilizando um medidor multipardmetro HI 9829 (Hanna Instruments,

Woonsocket, RI, EUA).
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3.3 DETECCAO DE METAIS-TRACO E HPAS EM SEDIMENTOS

Sedimentos foram coletados a uma profundidade de 20 cm do manguezal, com
duto coletor lancado trés vezes, rendendo amostras compostas de aproximadamente 500
g para a realizacdo de andlises de hidrocarbonetos policiclicos aromaéticos (tais como
naftaleno, benzoantraceno, benzoapireno) e dos metais-traco Al, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni,
Pb e Zn.

As amostras de sedimento de fundo foram padronizadas granulometricamente em
malha 200 (74 um), secas a 40 °C, maceradas e armazenadas em frascos de propileno.
Cerca de 1,0 g (peso seco) foi utilizado em duplicata para determinagdo de metais-traco
apos digestdo acida com acido nitrico (HNO3 65%, Merck) e 4cido cloridrico (HCI 37%,
Merck), aquecido a 80 °C em um bloco de digestao e posteriormente medido em 15 mL
com HCI 0,IN. A determinagdo dos metais-trago foi realizada por espectrometria de
emissdo Optica com plasma acoplado indutivamente (ICP-OES Optima 8300, Perkin
Elmer).

O método descrito por Bastos et al. (1998) foi utilizado para determinar o
mercurio total (THg). Foram utilizados 500 mg (peso seco) do sedimento de fundo com
HCI:HNO:s (3:1, Merck) e KMnO4 (5% p/v, Merck). Apds digestdo em bloco digestor por
60 minutos a 60 °C, as amostras foram tituladas com cloridrato de hidroxilamina 12%
(p/v, Merck) e medidas em 12 mL com agua ultrapura. As medi¢cdes de THg foram
realizadas por espectrofotometria de absor¢do atomica de vapor frio (CV-AAS, Flow
Injection Mercury System-FIMS-400-Perkin Elmer).

Reagentes com alto grau de pureza analitica (PA, Merck) e amostra de referéncia
certificada (Sedimento: SS2 SSP-SCIENCE) foram utilizados para controle de qualidade
analitica. As solugdes foram preparadas com agua ultrapura (Milli-Q Plus, Millipore).
Toda a vidraria utilizada foi previamente descontaminada em HNO;3 5% (v/v, Merck) por
24h e enxaguada com agua ultrapura. As porcentagens médias de recuperagao na precisao
foram de 80% a 120% para todos os metais-traco. As amostras de sedimentos foram
processadas de acordo com os protocolos USEPA 3550C/8270D para analise de HPAs
(EUA, 2007; EUA, 2014). Por serem compostos volateis, as amostras a serem
investigadas foram submetidas a cromatografia gasosa/espectrometria de massas
(GC/MS), injetando-as em um cromatografo gasoso (GC) com uma coluna capilar de

silica fundida, com temperatura programada para separa¢do dos analitos que sdo
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detectados por um espectrometro de massa (MS) conectado ao CG.
3.4 BIOMETRIA DOS PEIXES

Inicialmente, os peixes foram anestesiados com benzocaina 0,1%. Em seguida,
foram eutanasiados por sec¢do medular, submetidos a biometria e abertos através de
incisdo dorsoventral para observacdo e classificagdo macroscopica das gonadas (machos
e fémeas) segundo Brown-Peterson ef al. (2011) e Lowerre-Barbieri et al. (2011): ciclo
1 (em desenvolvimento), ciclo 2 (em desova), ciclo 3 (em regressdo) e ciclo 4 (em
regeneragdo). Foram coletados dados biométricos de comprimento total (CT), peso total
(PT), e peso do figado e das gonadas para calculo dos indices hepatossomatico (IHS) e

gonadossomatico (IGS).

3.5 ANALISES BIOQUIMICAS

Amostras do figado dos peixes, previamente preservadas em nitrogénio liquido
para transporte e analise, foram homogeneizadas em tampao fosfato de potassio (0,1 M,
pH 7,0) 1:100 (p/v) e depois centrifugados a 15.000 x g por 30 min a 4 °C, sendo o
sobrenadante utilizado para determinacdo das atividades enzimaticas de SOD, CAT,
GSH, GST e LPO (GONZALEZ-PRADAS; VILLAFRANCA-SANCHEZ; GALLEGO-
CAMPO, 1993).

A atividade de SOD foi quantificada em espectrofotdmetro em comprimento de
onda de 560 nm, segundo método descrito por Crouch et al. (1981). Para CAT, a
quantificagdo ocorreu a 240 nm, seguindo o método proposto por Aebi (1984). A
concentracdo de GST foi medida a 340 nm, a 25 °C, conforme Keen et al. (1976),
utilizando-se glutationa reduzida e 1-cloro-2,4 dinitrobenzeno (CDNB) como substrato.
Ti6is ndo-proteicos (ou GSH) foram determinados em conformidade com Sedlak e
Lindsay (1968) a 415 nm, enquanto os niveis de LPO foram mensurados de acordo com
Jiang et al. (1992), a 570 nm.

Todas as analises bioquimicas foram normalizadas para concentra¢do de proteina
a 595 nm, conforme descrito pelo método padrao-ouro de Bradford (1976), utilizando
albumina sérica bovina como referéncia analitica. As analises bioquimicas foram
realizadas em um leitor de microplacas de absor¢do VarioskanLUX (Thermo Scientific

Instruments, Inc.).
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3.6 ANALISES MICROBIOLOGICAS

Espécimes de S. herzbergii foram capturados e acondicionados em sacos plasticos
estéreis e posteriormente transportados em caixa térmica para analise laboratorial;
simultaneamente, foram coletadas também amostras de 4gua em garrafas ambar para
transporte. Pardmetros microbioldgicos cutaneos, musculares e viscerais de S. herzbergii,
bem como da dgua de onde os taxons foram coletados, foram avaliados de acordo com os
protocolos estabelecidos pela American Public Health Association — APHA (EUA,
2003). Com instrumentos estéreis, os bagres foram dissecados para obtenc¢ao de partes da
pele, tecido muscular e de toda a por¢do intestinal, que foram prontamente pesados e
diluidos em &agua peptonada 0,1% estéril, na propor¢do 1:10. Pele e musculos foram
agrupados para analise devido ao seu consumo humano direto.

Para investigagdo direta de coliformes totais e termotolerantes, a metodologia
COLItest® (LKP, Sao Paulo, Brasil) foi utilizada como referéncia por ser validada pela
APHA. As amostras que positivaram para coliformes totais e/ou termotolerantes foram,
entdo, submetidas a diluigdes seriadas até ser alcangado o valor de diluigdo 1x10-12. Todas
as dilui¢des foram sequencialmente plaqueadas em meio agar Eosina Azul de Metileno
(EMB) para quantificagdo em UFC/mL.

Posterior a quantificacdo de UFCs para coliformes totais e termotolerantes nos
peixes e na agua, procedeu-se a identificagdo dos isolados quanto a patogenicidade e
investigacdo fenotipica de resisténcia aos antimicrobianos por espectrometria através do
sistema automatizado Vitek® (BioM¢érieux, Craponne, Franga). Esse sistema utiliza
tecnologia colorimétrica para leitura de cartdes virtuais vinculados a bancos de dados,
verificando a cada 15 minutos em trés comprimentos de onda: 630 nm para compostos de

carbono; 570 nm para derivados de enxofre; e 450 nm para moléculas nitrogenadas.
3.7 ANALISES HISTOLOGICAS

Apoés serem fixadas em solucdo de formalina a 10% por 24h, amostras de
branquias e figados foram posteriormente armazenadas em alcool 70% até os
procedimentos de inclusdo com parafina. Inicialmente, os tecidos foram desidratados por
meio de dilui¢des graduais de etanol e embebidos em resina de parafina (Sigma®) para
serem processados (GAO et al, 2023). Cortes de 3-5Smm foram corados em

hematoxilina/eosina e observados em microscopio optico Zeiss (Carl Zeiss, Oberkochen,
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Alemanha) e fotomicrografados em microscopio OlympusBX51. Os indices
histopatologicos de lesdo foram estimados utilizando protocolos semiquantitativos de

Bernet et al. (1999).
3.8 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Para dados fisico-quimicos, quimicos, bioquimicos e biométricos as andlises
estatisticas e os graficos foram realizados no GraphPad Prism 5. O teste de normalidade
de Shapiro-Wilk e o teste de homogeneidade de Bartlett precederam as analises dos
dados. A analise ANOVA two-way, seguida do teste de Fisher (LSD), e a andlise de
Variancia Permutacional (PER-ANOVA) seguida da andlise bootstrap de comparagdes
multiplas das médias foram utilizadas para analisar as diferengas entre as respostas
biologicas dos peixes dos diferentes pontos, periodos e concentragdes de metais-trago e
HPASs nos sedimentos. Um nivel de significancia de 0,05 foi adotado.

O conjunto de dados utilizado na Analise de Componentes Principais (ACP/PCA)
considerou uma matriz envolvendo 32 linhas e 5 colunas, contendo os biomarcadores
avaliados (SOD, CAT, GSH, GST e LPO), pontos de coleta, periodos chuvoso e de
estiagem, e os anos de 2021 e 2022. Os dados foram analisados no MatLab (Mathworks
Laboratory) versdo 2019 e a caixa de ferramentas PCA versao 1.5 (BALLABIO, 2015)
foi aplicada a simulacdo de PCA. Além disso, foi estimado o nimero ideal de PCAs a
serem utilizados na andlise (KAISER, 1958).

Um gréfico geobubble para dados de coliformes totais e termotolerantes foi criado
usando a fun¢ao de mapeamento toolbox do MatLab, considerando pontos de coleta (IC
e PQG), estagdes (chuvosa e de estiagem) e matrizes de pele/musculos, intestinos e agua.
O conjunto de dados também foi submetido a PCA. A primeira matriz foi utilizada para
representar quantitativamente as lesdes branquiais e hepaticas detectadas em S. herzbergii
em fung¢do destas variaveis. J4 para os dados fisico-quimicos, a matriz PCA consistiu em
20 linhas e 10 colunas contendo informagdes adicionais sobre a dgua (temperatura, pH,
salinidade e oxigénio dissolvido) e metais-trago nos sedimentos (Cd, Cr, Cu, Ni, Mn e
Pb) de acordo com o local de amostragem e temporada, obtido a partir de um estudo
publicado por Macedo et al. (2024). Estes dados também foram analisados utilizando o
MatLab (MathWorks Laboratory) versao 2019 e a caixa de ferramentas PCA versdo 1.5
(BALLABIO, 2015).
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4 RESULTADOS

4.1 PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DA AGUA E PARAMETROS
QUIMICOS DOS SEDIMENTOS

A andlise fisico-quimica das amostras de agua coletadas em dois pontos do
estuario revelou diferencas significativas (p < 0,05) no oxigénio dissolvido (OD) entre
PG ¢ IC nas estagdes chuvosa e seca (Tabela 1). Os niveis de OD foram
significativamente mais baixos em PG do que em IC, especialmente no periodo de
estiagem de 2022, com resultados abaixo dos limites estabelecidos pelo 6rgado de controle
brasileiro (BRASIL, 2005) para 4dguas salinas/salobras. Os demais pardmetros abidticos
(temperatura da agua, salinidade e pH) ndo diferiram entre os locais e permaneceram

constantes em todas as coletas.
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Tabela 1. Parametros fisico-quimicos da dgua do estuério da Baia de Sao Marcos.

Dados fisico-quimicos

2021 2022 Valores de Referéncia
Parametros
IC PG IC PG Resolu¢coes CONAMA

Chuvoso Estiagem Chuvoso Estiagem Chuvoso Estiagem Chuvoso Estiagem n° 357/2005 e 430/2011
Temperatura (°C) 28,7 28,5 29,1 30,1 29,1 28,3 28,9 29,2 <40
Salinidade (mg/L) 13,3 14,1 13,3 14,2 13,8 13,5 14,1 13,0 12-17
pH 7,41 7,19 6,9 7,18 7,65 7,25 7,10 7,39 5,0-9,0
02 dissolvido (mg/L) 6,1*2 6,3%2 5,7%b 5,8%b 6,4%2 6,8%2 5,1%b 5,0%b >6,0

IC: Ilha dos Caranguejos; PG: Porto Grande.
b Idica diferengas estatisticas entre os locais — IC e PG (p < 0,05).
*Indica diferencgas estatisticas sazonais entre os periodos — chuvoso e de estiagem (p < 0,05).
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A andlise quimica dos metais-trago nos sedimentos (Tabela 2a) mostrou que todas
as amostras de PG e IC apresentaram concentragdes de Fe e Mn acima do limite maximo
definido pela legislacdo brasileira. Em PG, esses metais diferiram significativamente
entre os periodos chuvoso e de estiagem em 2021 e 2022 (p < 0,05). Os niveis de Al
também foram preocupantes nas duas areas, com diferengas significativas entre os
periodos (p < 0,05). Os maiores niveis de Al foram detectados na estacdo chuvosa em
ambos os anos. Merctrio total (THg), Cd, Cr, Cu, Ni, Pb e Zn estavam dentro dos limites
permitidos (BRASIL, 2012; EUA, 1972) em ambos os locais e periodos.

Os resultados da andlise de HPAs em sedimentos estdo descritos detalhadamente
na Tabela 2b, classificados pelo nimero de anéis dos compostos. Vale ressaltar que HPAs
de 5 e 6 anéis foram detectados exclusivamente em amostras de PG, e seus niveis
estiveram acima dos limites permitidos nas estagcdes chuvosa e de estiagem de 2021 e
2022 (BRASIL, 2012; EUA, 1972). Altas concentragdes de benzo[a]pireno,
benzo[b]fluoranteno e benzo[g,h,i]perileno foram detectadas em todas as amostras de PG
de 2021 e 2022, enquanto dibenzo[a,h]antraceno foi detectado com mais frequéncia nos
periodos chuvoso e de estiagem de 2022. Nas amostras de IC, esses analitos ficaram
abaixo dos limites de deteccdo e quantificagdo. Os niveis de HPAs de 2, 3 e 4 anéis (2-
metilnaftaleno, acenafteno, acenaftileno, benzo[a]antraceno, criseno, fluoreno, naftaleno
e pireno) em ambos os locais estavam abaixo do limite de quantificacdo ou dentro os

limites estabelecidos pelas legislacdes ambientais brasileira e americana.



Tabela 2. Metais-trago e niveis de HPAs em sedimentos do Estuario da Baia de Sdo Marcos.
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a) Metais-traco (mg/kg)

2021 2022 Valores de Referéncia
Metal-
trago IC PG IC Resolucdes CONAMA
Chuvoso Estiagem Chuvoso Estiagem Chuvoso Estiagem Chuvoso Estiagem n°® 454/2012 e 430/2011
THg 0,0460+0,0044 0,0332+0,0020 0,0952+0,0045 0,0890+0,0032 0,0577+0,0051 0,0299+0,001 0,155+0,060 0,0925+0,0019 <0,0081
Al 115,33+90,05+2 100,90180,15*b 128,96+71,89* 100,24+50,02* 108,334+89,15* 121,12+65,176%% 130,46+5 1,09*b 99,10+35,01* <0,1
Cd 0,88+0,05 0,56+0,02 2,90+0,04 2,75+0,02 0,98+0,04 3,16+0,05 5,96+0,05 3,60+0,03 <144
Cr 31,50+0,35 27,10+0,15 55,32+0,90 51,42+0,65 35,10+0,48 29,87+0,25 56,77+0,10 50,52+0,55 <6.561
Cu 4,15+0,02 3,99+40,01 12,30+0,90 14,10+0,50 5,99+0,05 2,89+0,02 14,11+0,10 16,22+0,61 <1.156
Fe 280,07+124,20*  275,18+102,10*? 455,10+119,12 583,22+130,01*2 295,011+110,80* 288,22+99,87* 450,09+109,10%  600,50+145,08* =150
Mn 288,15ﬂz1,97"‘b 255,05+0,99* 388,1545,99* 321,33+2,55%2 311,04+2,44* 259,10+0,15%2 379,2242,59* 367,10£3,10%* =10
Ni 10,23+0,09 09,10+0,06 15,19+0,06 18,59+0,09 11,21+0,08 12,48+0,08 20,43+0,08 19,41+0,10 <436,81
Pb 5,2140,09 4,99+0,07 6,55+0,19 6,44+0,23 7,42+0,01 6,79+0,05 9,65+0,21 7,88+0,39 <2.180,89
Zn 15,22+0,13 14,12+0,12 20,33+0,79 21,99+0,99 19,1140,01 19,98+0,52 23,3440,59 25,10+0,85 <22.500
b) HPAs (ug/kg)
2021 2022 .
Valores de Referéncia
HPA IC PG IC
Resolu¢aio CONAMA
Chuvoso Estiagem Chuvoso Estiagem Chuvoso Estiagem Chuvoso Estiagem n° 454/2012
2-4 anéis
2-Met <LQ <LQ 99,6 <LQ 591 <LQ 95,2 24,19 <4,900
AceN 6,89 <LQ <LQ <LQ 7,98 <LQ <LQ <LQ <256
AceP <LQ <LQ 70,05 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <1,936
BaA <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <280*
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Cri <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <300*
Fluore <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <361
Naft <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ < 25,600
Pir 3,87 <LQ 59,1 <LQ 4,27 <LQ <LQ <LQ <442,225
5-6 anéis
BaP <LD <LD 291,3%* 300,1 <LD <LD 561,6 555,9* V.D.S.T.
BbF <LD <LD 288,5% 298,9%* <LD <LD 693,8* 695,1* V.D.S.T.
BghiP <LD <LD 271,2% 289,9 <LD <LD 634,5% 640,6* V.D.S.T.
DibenA <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 610,1 656,9% <43%

IC: Ilha dos Caranguejos; PG: Porto Grande.

Dados para metais-trago expressos em média + padrao no sedimento.

LD: limite de detecgdo; LQ: limite de quantificacao.
V.D.S.T.: Valores definidos pela somatdria total dos compostos de 5-6 anéis.

3 ndica diferencas estatisticas entre os locais — IC e PG (p < 0,05).
*Indica diferengas estatisticas sazonais entre os periodos — chuvoso e de estiagem (p < 0,05).
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4.2 PARAMETROS BIOMETRICOS

Os parametros biométricos para S. herzbergii estdo descritos na Tabela 3. O CT foi
menor nos peixes capturados em PG do que em IC nos dois periodos de 2021 (p < 0,05). Em
2022, tanto machos quanto fémeas apresentaram menor CT durante o periodo chuvoso, e as
fémeas de PG apresentaram CT significativamente menor que as fémeas de IC (p <0,05). O PT
foi menor nos peixes coletados em PG comparado a IC em ambos os anos (p < 0,05). A analise
também mostrou que os peixes machos e fémeas coletados em IC tiveram maior PT durante o
periodo chuvoso, enquanto o PT foi maior em individuos de PG para a estag@o seca. Os indices
gonadossomatico (IGS) e hepatossomatico (IHS) foram menores em peixes de PG do que nos
peixes de IC, principalmente em 2022 (p < 0,05). O IGS e o IHS apresentaram uma variacao
discreta entre os periodos, com valores de IHS ligeiramente mais elevados no periodo de

estiagem de 2022.
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Tabela 3. ParAmetros biométricos, indice gonadossomatico (IGS) e indice hepatossomatico (IHS) em S. herzbergii do estuario da Baia de Sdo Marcos.

2021
Comprimento total (cm) Peso total (g) indice gonadossomatico (IGS) Indice hepatossomatico (IHS)
IC PG IC PG IC PG IC PG
Macho Fémea Macho Fémea Macho Fémea Macho Fémea Macho Fémea Macho Fémea Macho Fémea Macho Fémea
Chuvoso  21,0434%  253+3,1  20,1£57°  23,062,8  289,0+£753*%  290,04652%  261,24958*® 250,1432,3*P  029+0,11°  0,20£0,2°  02140,3°  022+02° 1,5241,0%® 0,912025°  09+04°  0,720,01°
Estiagem  22,6+1,9*  26,642,6  20,9+1,3®  24,1£2,7  290,0498,1**  289,1+102,1**  159,04254*° 2455+65,1%® 0,31£0,18* 0,31£0,07*  0,30,1° 14403%  0,8+£0,1%*  0,73£0,19*  0,540,1®  0,4+0,01°
2022
Comprimento total (cm) Peso total (g) indice gonadossomatico (IGS) Indice hepatossomatico (IHS)
IC PG IC PG IC PG IC PG
Macho Fémea Macho Fémea Macho Fémea Macho Fémea Macho Fémea Macho Fémea Macho Fémea Macho Fémea
Chuvoso  20,9+0,5*  25142,1% 192409  21,1£1,2% 25441125  312,1£100,5%% 1424+122*%  237,1236,5%°  58+12%%  42240,7%* 0,15£021*>  19:04*>  3,140,1¥  209+1 5%% 1,18+0,09% 2,1+0,8*
Estiagem  29,1+12,0%  289+0,5%* 21,3+1,0  19,9+0,0*®  125,15541,2%®  299,3+98,1**  158,0425,1*°  254,0413,0°® 421£0,04*  7,1£1,5**  04+02*°  04£0,02*®  2,550,8%*  3.40£0,6** 133+08*®  51+13*°

IC: Ilha dos Caranguejos; PG: Porto Grande.
Dados de comprimento total (cm), peso total (g), indice gonadossomatico (IGS) e indice hepatossomatico (IHS) expressos em média + padrao.

b 1ndica diferencas estatisticas entre os locais — IC e PG (p < 0,05).
* Indica diferencas estatisticas sazonais entre os periodos — chuvoso e de estiagem (p < 0,05).
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4.3 BIOMARCADORES BIOQUIMICOS

Todos os marcadores bioquimicos foram quantificados em niveis mais elevados nos
peixes capturados em PG do que nos capturados em IC (Figura 11), especialmente durante o
periodo chuvoso. A atividade de CAT foi maior em PG nos periodos chuvoso e de estiagem de
2022 (F = 98,10; p = 0,0001). A atividade de SOD foi significativamente maior em PG tanto
nos periodos quanto nos anos de coleta (F =22,10; p = 0,0020). Os niveis de GSH (F = 4,134;
p=10,0400) e a atividade de GST (F = 13,14; p = 0,0080) foram consideravelmente maiores nos
peixes coletados em PG na estagdo chuvosa, especialmente em 2022. Os produtos de LPO

foram maiores nos peixes de PG do que em IC durante o periodo chuvoso, principalmente em

2022 (F = 5,876; p = 0,0071).
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Figura 11. Atividade de superoxido dismutase (SOD), atividade de catalase (CAT), niveis de

tiol/glutationa (GSH), atividade

de glutationa S-transferase (GST) e produtos de

lipoperoxidagdo (LPO) nos figados de S. herzbergii do estuario da Baia de Sao Marcos.
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IC: Ilha dos Caranguejos; PG: Porto Grande.
Dados expressos em média + padrdo.

ab

Indica diferencas estatisticas entre os locais — IC e PG (p < 0,05).
* ¢ ** Indica diferencas estatisticas sazonais entre os periodos — chuvoso e de estiagem (p < 0,01; p < 0,05).
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A variancia total explicada por analise de dois componentes principais (CP) apds

rotagdo no MatLab® dos dados para os periodos chuvoso e de estiagem de 2021 foi de 53,69%
para IC e 59,01% para PG. Em 2022, os resultados foram de 63,69% e 74,78% para IC e PG,

respectivamente. Todos os elementos de PCA obtidos sdo detalhadamente representados na

Tabela 4.

Tabela 4. Analise de Componentes Principais (PCA) de biomarcadores de estresse oxidativo
em S. herzbergii do estuario da Baia de Sdo Marcos durante os periodos chuvoso e de estiagem
de 2021 e 2022. As variancias sdo dadas como uma percentagem da variancia total nas matrizes

de dados originais.

2021
IC PG
PCA Estiagem Chuvoso Estiagem Chuvoso
PCA1 PCA2 PCA1 PCA2 PCA1 PCA2 PCAl1 PCA2

Varidncia  9,73%  10,55% 20,71% 12,60% 10,11% 12,63% 18,32% 17,95%

CAT -0,3224 - 0,2889  0,2889 -0,2763 -0,2763  0,2763 -

SOD - - - 0,2889 - 0,2157 - 0,2763

GSH - - - 0,2889  0,3049 - 0,2763 -

GST 0,3607 - 0,2076 - - - - 0,2763

LPO - -0,2955  0,2159 - 0,3477 0,3477  0,2763 -

2022
PG
PCA Estiagem Chuvoso Estiagem Chuvoso
PCA1 PCA2 PCA1 PCA2 PCA1 PCA2 PCAl1 PCA2

Varidncia  7,64% 15,71% 18,63% 21,71% 12,09% 17,68% 25,65% 19,36%

CAT -0,2230 - 0,2999 0,3654 -0,2322 -0,3163  0,2900 -

SOD - - - 0,3123 - 0,355 - 0,3330

GSH - - - 0,3909  0,4123 - 0,2213 -

GST 0,3421 - 0,3122 - - - - 0,3653

LPO - -0,3167  0,2650 - 0,3007 0,3176  0,3444 -

IC: Ilha dos Caranguejos; PG: Porto Grande.

De forma geral, a analise indica que os peixes coletados em PG durante a estagdo

chuvosa apresentaram respostas biologicas mais elevadas em 2022 quando comparadas ao ano

anterior.
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4.5 ANALISES MICROBIOLOGICAS

A andlise microbiologica mostrou que todas as amostras de S. herzbergii e de agua
coletadas na Baia de Sao Marcos foram positivas para coliformes totais (Figura 12), tanto na
estacdo chuvosa (a) quanto na de estiagem (b), principalmente aquelas coletadas em PG.

Quanto aos coliformes termotolerantes (Figura 13), a investigacao indicou niveis acima
dos limites regulatorios vigentes para matrizes hidricas — 1x10?> UFC/mL (BRASIL, 2000) — e
de alimentos — 5x10?> UFC/mL (BRASIL, 2019) —, em ambos os locais.
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Figura 12. Geobubble com indicacdo dos niveis de coliformes totais (UFC/mL) na pele, muisculos e trato intestinal de S. herzbergii e amostras de agua
coletadas durante as estacdes chuvosa (a) e de estiagem (b) na Ilha dos Caranguejos (IC) e no Porto Grande (PG), Baia de Sao Marcos, Maranhao, Brasil.
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IC: Tlha dos Caranguejos; PG: Porto Grande.
Dados expressos em fungdo da média.



Figura 13. Geobubble com indicagdo dos niveis de coliformes termotolerantes (UFC/mL) na pele, musculos e trato intestinal de S. herzbergii € amostras
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de dgua coletadas durante as estagdes chuvosa (a) e de estiagem (b) na Ilha dos Caranguejos (IC) e no Porto Grande (PG), Baia de Sao Marcos, Maranhao,

Brasil.
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Durante o periodo chuvoso, as analises confirmaram a presenca de linhagens
patogénicas de Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli. Nenhuma destas apresentou qualquer
tipo de resisténcia aos antibidticos-padrao clinicos — amicacina, amoxicilina + &cido
clavulanico, cefalexina, cefepima, ceftriaxona, cefuroxima, ciprofloxacina, ertapenem,
fosfomicina, gentamicina, meropenem, nitrofurantoina, norfloxacina, piperacilina +
tazobactam e trimetropim + sulfametoxazol.

Entretanto, para o periodo de estiagem, linhagens de E. coli identificadas se mostraram
resistentes a norfloxacina e a gentamicina, e apresentaram resultados de sensibilidade

intermedidria a cefuroxima e ciprofloxacina (Tabela 5).
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Tabela 5. Identificacdo de bactérias patogénicas e andlise fenotipica de resisténcia em isolados
da pele, musculos e intestinos de S. herzbergii e da 4gua amostrados na Ilha dos Caranguejos
(IC) e Porto Grande (PG), Baia de Sdo Marcos, Maranhao, Brasil.

Local de Periodo Tipo de Bactéria Resisténcia Nivel de
Coleta de coleta Amostra  patogénica confianca
Pele / E. coli - 99,9%
musculos
E. coli - 99,9%
Chuvoso Intestinos
K. pneumoniae — 99,4%
Agua E. coli - 99,9%
IC
Pele / E. coli Norfloxacina (R) 99,9%
musculos
. E. coli - 99,9%
Estiagem Intestinos
K. pneumoniae — 99,4%
Agua E. coli - 99,9%
Pele / E. coli — 99,9%
musculos K. pneumoniae — 99,4%
Chuvoso . E. coli - 99,9%
Intestinos
K. pneumoniae — 99,4%
Agua E. coli - 99,9%
E. coli Norfloxacina (R); 99,9%
PG Pele / Gentamicina (R)
musculos
K. pneumoniae — 99,4%
. E. coli Norfloxacina (R); 99,9%
Estiagem ) . .
Intestinos Ciprofloxacina (I)
K. pneumoniae — 99,4%
) E. coli Cefuroxima (I) 99,9%
Agua
K. pneumoniae — 99,4%

E. coli: Escherichia coli; K. pneumoniae: Klebsiella pneumoniae.

IC: Ilha dos Caranguejos; PG: Porto Grande.
R: resistente; I: intermediario.

N° do lote Vitek®: 1582510104; Conjunto de Parametros: BRCAST 2022.
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4.6 ANALISES HISTOLOGICAS

A andlise histologica de S. herzbergii revelou um padrdo morfoldgico e estrutural
previamente descrito em outras espécies de teledsteos. Bagres amostrados em IC e PG
apresentaram uma alta incidéncia de alteracdes branquiais e hepaticas, sobretudo durante a
época de estiagem. Lesdes com maior severidade foram encontradas em bagres provenientes
de PG, regido proxima a area portudria, quando comparado a IC. A Figura 14 mostra com maior

detalhamento as principais alteracdes histologicas encontradas.

Figura 14. Alteracdes histologicas observadas em branquias e figados de S. herzbergii
capturados durante os periodos chuvoso e de estiagem na Ilha dos Caranguejos (IC) e Porto
Grande (PG), Baia de Sdo Marcos, Maranhao, Brasil.
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A: fusdo das lamelas secundarias (*) e aneurisma (seta); B: desorganizagdo das lamelas secundarias (seta); C:
vacuolizagdo de hepatocitos (seta) e necrose (*); D: hepatopancreas (H) ¢ areas de necrose em vaso sanguineo
(seta); E: esteatose (seta) e fibrose (*); F: infiltragdo leucocitaria (quadro) e necrose (*). Barras de escala: 20 mm.
Barras de escala (A) =200 um e (B), (C), (D), (E) e (F) = 100 pm. Coloragdes de hematoxilina e eosina.

A Figura 15 mostra, por meio da PCA, a relacdo entre a frequéncia de alteragdes
histologicas entre as regides IC e PG durante os dois periodos sazonais. No grafico de loadings
(Figura 15a), a maior parte das alteragdes esta localizada no lado esquerdo do plano cartesiano.
No gréfico de scores (Figura 15b), praticamente todas as amostras de PG encontram-se no lado
esquerdo do plano cartesiano. Desta forma, pode-se concluir que as alteracdes histoldgicas
apresentam alta relagdo com PG. Como exemplo, alteragdes branquiais de encurtamento

lamelar e necrose estdo altamente relacionadas a PG durante a estacido de estiagem.

Figura 15. Analise multivariada de lesdes branquiais e hepaticas em S. herzbergii capturados
durante os periodos chuvoso e de estiagem na Ilha dos Caranguejos (IC) e Porto Grande (PG),
Baia de Sao Marcos, Maranhao, Brasil.
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As alteragoes terminadas em “G”: branquias; alteragdes terminando em “L”: figado.

Hiperplasia (Hyperp); hipertrofia (Hypert); necrose (Nec); encurtamento lamelar (LamS); fusdo lamelar (LamF);
desorganizagdo lamelar (LamD); microesteatose (Mic); macroesteatose (Mac); congestdo vascular (VasC);
hemorragia (Hem); melanomacrofagos isolados (IsoM); desorientagdo tecidual (TisD); dilatagdo dos sinusoides
(DilS); microesteatose (Mic); degeneragdo vacuolar (VasD); centros melanomacrofagos (MelC); aneurisma
(Aneu); levantamento epitelial (EpiL).

ICR: estagdo chuvosa na Ilha dos Caranguejos (verde); ICD: periodo de estiagem na Ilha dos Caranguejos (azul);
PGR: estagdo chuvosa no Porto Grande (vermelho); PGD: periodo de estiagem no Porto Grande (amarelo).

4.7 ANALISES MULTIVARIADAS DE PARAMETROS ABIOTICOS DA AGUA E
QUANTIFICACAO DE METAIS-TRACO

A Figura 16 mostra os resultados da analise multivariada de pardmetros abiodticos da

agua e da quantificacdo de metais-trago dos sedimentos de IC e PG. Os dois componentes

principais (PC1 e 2) juntos explicaram 47,87% da variancia total do conjunto de dados.
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Figura 16. Analise multivariada de parametros abioticos da 4gua e da quantificagdo de metais-
traco nos sedimentos durante os periodos chuvoso e de estiagem na Ilha dos Caranguejos (IC)
e Porto Grande (PG), Baia de Sdo Marcos, Maranhao, Brasil.
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Temperatura (Temp); Salinidade (Sali); Oxigénio dissolvido (DisO).
ICR: estagdo chuvosa na Ilha dos Caranguejos (verde); ICD: periodo de estiagem na Ilha dos Caranguejos (azul);
PGR: estagdo chuvosa no Porto Grande (vermelho); PGD: periodo de estiagem no Porto Grande (amarelo).

As variaveis abioticas salinidade e temperatura foram maiores nas amostras de PG
durante o periodo de estiagem; entretanto, Cu e Cr estiveram mais correlacionados com PG na
estacdo chuvosa. Os niveis de oxigénio e pH foram maiores nas amostras de IC. O grafico de
loadings demonstra que a medida que a temperatura aumenta, os niveis de Mn e Ni diminuem

nas amostras coletadas.
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5 DISCUSSAO

A expressao de multiplos biomarcadores de estresse oxidativo em S. herzbergii
demonstra os efeitos nocivos da contaminacdo dos sedimentos, lancamento frequente de
efluentes e atividades humanas intensivas na Baia de Sao Marcos. A alta disponibilidade de
metais-traco tem afetado gradativamente a fisiologia da biota ao longo dos anos e,
consequentemente, a curto prazo, a populacdo humana que se beneficia da pesca em IC e PG.

A avaliacdo in situ de multiplos parametros fisico-quimicos ¢ uma das analises mais
importantes utilizadas no monitoramento ambiental (AL QOH et al., 2022; PATRA et al.,
2023). Embora tenhamos identificado valores normais de temperatura, salinidade e pH da dgua
nos dois locais de estudo, os niveis de OD foram mais baixos em PG, principalmente durante o
periodo de estiagem, com registros abaixo dos limites regulatérios.

A concentragdo tao baixa de OD pode ser atribuida ao excesso de atividades humanas
na area portudria, como a dragagem e a liberagdo de vestigios de metais nas 4guas estuarinas
(PLEDGER et al., 2020). Estas atividades podem potencializar a diminui¢do dos indices de
OD, afetando o desenvolvimento e o metabolismo dos organismos aquaticos residentes (JIANG
et al., 2021) e influenciando o equilibrio dos ecossistemas estuarinos (MORIARTY et al.,
2020). Zhang et al. (2016) associaram baixas concentracdes de OD a influéncia do aumento da
temperatura da dgua e da baixa pluviosidade nos cursos dos rios, fatores estes que também
atribuimos as nossas observagoes em PG.

A quantificagdo de metais-trago em sedimentos estuarinos tem sido cada vez mais
realizada e utilizada para diagndsticos de poluigdo. Os sedimentos acumulam mais residuos
quimicos que a agua e sao essenciais para o rastreamento e monitoramento de efluentes que
podem causar desequilibrios ambientais (SATTAROVA et al., 2022). As altas concentragdes
de Mn e Al nos sedimentos aqui avaliados, principalmente em PG, possivelmente sdo reflexos
do frequente langcamento de residuos. Esses residuos incluem ligas metalicas, resultantes de
intensas movimentagdes industriais e portudrias na Baia de Sdo Marcos. J4 o Fe ¢ um
componente natural do solo da formacao geologica do Estado do Maranhao, e o pH acido das
aguas superficiais pode favorecer sua solubilizacdo. O excesso de Fe nos corpos d'dgua pode
ser decorrente da presenca de fontes naturais de Fe e do aumento exponencial das atividades
humanas que erodem o entorno dos corpos d'agua (FREITAS et al., 2022). Vale ressaltar, ainda,
que este cenario pode prejudicar a saide humana devido a frequente comercializagdo e consumo

de peixes residentes.



66

Entende-se que altos indices de metais-trago sdo prejudiciais a biota. Embora alguns
sejam classificados como essenciais aos ciclos biologicos, em quantidades elevadas, estes
podem tornar-se prejudiciais as espécies residentes e, consequentemente, aos seres humanos
(ASTANI; MORADI; MOSTAFAVI, 2023; DUYSAK et al., 2023). Altos niveis de metais ja
foram relatados em outras regides estuarinas sujeitas a contaminagdo quimica (MARKICH;
JEFFREE, 2019; VAROL; USTAOGLU; TOKATLI, 2022).

Em nosso estudo, identificamos metais-traco inclusive na regido de protecdo ambiental
— IC. Estes eventos podem ser naturalmente atribuidos a processos geogénicos e de
intemperismo, mas ndo se descarta a hipdtese de contaminagdo secunddria, inclusive via
escoamento fluvial (por exemplo, do rio Mearim) (FREITAS et al., 2022). Ressalta-se que,
apesar de ser uma area protegida, IC ¢ um importante canal de navegacao para embarcacdes de
pequeno e médio porte, o que pode contribuir para a contaminagdo por estes poluentes. E
relevante enfatizar que as correntes maritimas também podem exercer certa influéncia nesse
transporte de poluentes, o que deve ser investigado. Entretanto, de acordo com Luo et al.
(2022), altos niveis de metais residuais estdo mais frequentemente associados a constantes
descargas de efluentes e atividades de estaleiros, como a detonagdo de cascos de navios, o que
pode perturbar o equilibrio de toda a fauna bentonica.

As maiores concentracdes de HPAs nos sedimentos de PG sdo, provavelmente,
atribuidas as diversas atividades antropicas desenvolvidas na regido. A detecgdo e quantificagdo
de HPAs em sedimentos geralmente utiliza técnicas muito sensiveis, visto que estes compostos
apresentam alta caracteristica de volatilidade. Niu et al. (2021) investigaram niveis de HPAs
em um estudo retrospectivo de triagem e acompanhamento de pardmetros ecotoxicologicos
estuarinos. Os compostos com 5 ou 6 anéis estruturais ficaram acima do nivel regulatério 1 em
PG, representando a maior probabilidade de danos a biota residente (BRASIL, 2012).0
perileno, em particular, estd associado a diversas atividades antropicas que envolvem
derramamentos de petrdleo e combustdo de carvao e/ou petroleo (WANG et al., 2021), sendo
derivado de processos pirogénicos (ANYANWU; SIKOKI; SEMPLE, 2020).

Nossos achados estdo de acordo com os de Pinheiro-Sousa et al. (2021) que detectaram
HPAs em sedimentos de IC. Estes resultados indicam que os efeitos antropogénicos estdo em
expansdo para a bacia do rio Mearim. Em PG, tais efeitos sdo atribuidos as atividades na regido
portudria de Sdo Luis. Os HPAs tém o potencial de causar muitos danos as espécies residentes

porque tendem a se bioacumular nos tecidos dos peixes.
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A presenca de metais-traco ¢ HPAs nos sedimentos evidencia a exposi¢do aguda e
cronica a contaminantes ao longo dos anos. Tal exposi¢do se traduz em alteragdes nos
biomarcadores bioquimicos. Wu ef al. (2019) confirmaram que as concentracdes de HPAs nos
estuarios sdo geralmente mais elevadas nos periodos chuvosos em comparacao aos de estiagem;
essa correlacdo ocorre em fungdo da maior dispersdo de poluentes quando os indices
pluviométricos aumentam, como observado no ano de 2022. Combustiveis fosseis, biomassa e
combustdo de petroleo também contribuem para esses processos.

Os HPAs de fontes pirogénicas também podem estar relacionados ao escoamento das
chuvas no inverno. Ao investigar a contaminacdo de sedimentos por HPAs, Salgado et al.
(2021) demonstraram que as atividades de SOD, CAT e GST, os niveis de GSH e os produtos
de LPO na espécie estuarina Gobioides broussonnetii diferiram entre as estagdes chuvosa e
seca, com diminui¢@o dos principais mecanismos antioxidantes das células.

Metais-traco ¢ HPAs podem impactar negativamente os principais sistemas organicos
antioxidantes. Em nosso estudo, a atividade de CAT foi baixa, mas ndo houve aumentos
significativos nos niveis de LPO; como resultado, a atividade do SOD aumentou. Resultados
semelhantes foram relatados por Pinheiro-Sousa ef al. (2021), sugerindo que esta primeira linha
de defesa celular foi suficiente para prevenir danos. E importante destacar que os niveis de CAT
e LPO estiveram bem correlacionados em 2021 e 2022: foram detectados maiores danos
lipidicos juntamente com atividades reduzidas de CAT. De acordo com El-Houseiny et al.
(2023), os niveis de LPO estao inversamente relacionados a atividade de CAT. A diminuigao
na atividade do CAT pode levar ao aumento do dano lipidico, que ¢ a barreira inicial de defesa
para prevenir o estresse oxidativo.

No entanto, o aumento de GST em peixes de PG sugere que esta enzima de
biotransformacdo responde fortemente ao aumento do impacto ambiental. Mudangas nos
parametros antioxidantes também foram observadas em espécies expostas a metais
provenientes de rejeitos de minas (BEVITORIO et al., 2022), com aumento dos produtos de
LPO e atividade de SOD, especificamente durante a estacdo chuvosa (VIEIRA et al., 2022), o
que esta em conformidade com os resultados sazonais aqui obtidos.

A PCA ¢ um método util que identifica e integra padroes de resposta de multiplos
biomarcadores (CUCCARO et al., 2023). A anélise dos dados de 2021 mostrou que as amostras
de IC estiveram significativamente relacionadas a CAT, GST e LPO, enquanto as de PG
estiveram associadas a CAT e LPO. Segundo Aguilar ef al. (2022), o aumento de LPO em

bagres de regides portudrias indica exposi¢do a xenobidticos que formam radicais livres; o
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sistema de defesa antioxidante também pode ser deficiente, causando danos as membranas
celulares e outros constituintes celulares.

Para os dados de 2022, a PCA indicou que as alteragdes em peixes de PG estdo
associadas a estagdo chuvosa. O fendmeno pode ser explicado pelas mudancas climaticas e pela
influéncia do La Nifia (Pinheiro et al., 2021), que aumenta as chuvas na regido. Aqui, a analise
multivariada confirmou a forte correlaciao entre biomarcadores bioquimicos. Estas andlises sao
cruciais para identificar padroes de respostas multiplas no bagre S. herzbergii.

Os dados biométricos obtidos para S. herzbergii estdo de acordo com os relatados em
estudos anteriores realizados no estuario da Baia de Sao Marcos (Castro et al., 2019; Pinheiro-
Sousa et al., 2021). Os indices de CT, IHS e IGS foram menores em peixes de PG quando
comparados aos de IC. Menores valores de IHS e IGS observados em peixes da area afetada
podem estar relacionados a exposicdo cronica dos animais a contaminantes
industriais/portudrios, associados as concentracdes de hormonios esteroides reprodutivos e a
intoxicacdo hepatica, dada a subletalidade dos efluentes. Estudos indicam que medidas
biométricas sdo influenciadas pela baixa concentracao de oxigénio (HASAN MREDUL et al.,
2021) e exposi¢ao e/ou bioacumulacdo de metais residuais (AISSIOUI et al., 2021) ¢ HPAs
(ARIENZO et al., 2023). Nestas condi¢des, as reservas metabodlicas dos peixes sdo realocadas
para mecanismos de desintoxicagdo, esgotando as originalmente destinadas ao crescimento e
desenvolvimento (YAMAMOTO et al., 2023).

No contexto microbioldgico, a contaminagdo por coliformes totais e termotolerantes em
S. herzbergii e na dgua pode ser atribuida diretamente as atividades antrdpicas realizadas na
Baia de Sao Marcos. Alteragdes na microbiota dos peixes residentes e na qualidade da adgua
estdo certamente correlacionadas com a frequéncia de lancamento de efluentes (YU; SHEN;
DU, 2021), e maiores quantifica¢des de carga microbiana durante o periodo de estiagem podem
ser correlacionadas a ndo dispersdo desses patogenos para longe do estuério, fendmeno que se
torna mais acentuado quando os indices pluviométricos sio mais elevados. E evidente que as
intensas movimentagdes industriais e portudrias, além do aumento acentuado de atividades
domésticas, comerciais e agropecudrias podem ocasionar impactos consideraveis para a saude
publica, uma vez que afetam diretamente a biota residente, o que inclui espécies de consumo
(ANDREE et al., 2021; CHOUGONG et al., 2022).

Chinnadurai et al. (2020) descrevem que em regides com elevado fluxo portuario, como
PG, a detec¢do de coliformes totais e termotolerantes em niveis acima dos limites permitidos

pela legislacdo sdo excelentes métodos que confirmam hipodteses de contaminacdo fecal. A
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investigacdo direta destes microrganismos tem sido frequentemente observada como eficaz e
fidedigna, podendo ainda ser associada a outros marcadores microbiologicos (FRENA et al.,
2019). Os dados microbioldgicos aqui obtidos estdo em conformidade com o estudo realizado
por Albuquerque et al. (2018) em um estuario urbano, que demonstrou contagem de coliformes
termotolerantes que variaram entre 0,4x103 e 1,1x10'> NMP/100 mL.

Por outro lado, a contamina¢do microbioldgica em IC, ainda que menos acentuada por
ser uma zona de referéncia de protecao ambiental estadual, ainda apresenta niveis de coliformes
detectados muito acima das recomendagdes estabelecidas pelas agéncias reguladoras
ambientais (BRASIL, 2000; BRASIL, 2019). Muito provavelmente, a contaminagdo parece
estar associada a grande influéncia da bacia do rio Mearim no que se refere ao transporte de
poluentes (PINHEIRO-SOUSA et al., 2021; FREITAS et al., 2022). Nossos resultados trazem
similaridades com a quantificacdo de coliformes termotolerantes descrita por Pereira et al.
(2021), onde todas as amostras coletadas em um estudrio amazdnico pertencente a uma area
protegida, apresentaram contagem elevada para E. coli.

A deteccdo e quantificagdo de coliformes termotolerantes em IC e PG sdo dados
extremamente relevantes, visto que este grupo de patdégenos ¢ um dos principais bioindicadores
de contaminagdo ambiental (SAINGAM; LI; YAN, 2020). Os compostos toxicos gerados pela
degradagdo bacteriana podem causar danos aos tecidos dos peixes e a satde dos individuos que
os consomem (CHUESIANG; SANGUANDEEKUL; SIRIPATRAWAN, 2020).

Assim, a identificagdo de linhagens de K. pneumoniae em S. herzbergii é preocupante,
pois esse patogeno estd associado a eventos de mortalidade em massa em peixes estuarinos
(VANECI-SILVA et al., 2022). K. pneumoniae coloniza o sistema gastrointestinal e ¢ relatada
como causadora de danos hepaticos em bagres e outros organismos marinhos, como necrose,
manchas escuras e degradagdo de gorduras (AFZAN et al., 2021).

Ja Garcia-Garcia et al. (2021) ressaltam que a presencga de E. coli estd frequentemente
relacionada a locais que sofrem com processos de insalubridade, como o transbordamento de
esgotos. A presenca de E. coli estd associada, ainda, ao surgimento de focos de inflamagao
associados a intenso edema e rubor em peixes (MARUKA; SISWOHUTOMO; RAHMATU,
2017), sendo isoladas frequentemente em amostras de tecido hepatico (ADANECH;
TEMESGEN, 2018; HAMIDAH; RIANINGSIH; ROMADHON, 2019), o que pode
correlacionar a presenca deste patdgeno ao surgimento ou agravamento de lesdes histologicas

nos animais.
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Embora E. coli ndo seja uma espécie pertencente a microbiota natural da maioria dos
peixes e possa ser nociva (GUZMAN et al., 2004), é provavel que a contaminagio do estuario
tenha desencadeado o processo de colonizagdo. No contexto ecoldgico, ¢ essencial que estes
processos sejam investigados para se estabelecer a relacdo entre as espécies como
comensalismo ou parasitismo. Syvokiené e Mickéniené (1999) descreveram que peixes
provenientes de aguas poluidas apresentam microbiota intestinal alterada, visto que residuos
organicos favorecem alteragdes do microbioma dos peixes residentes (DUARTE et al., 2014;
SUZZI1 et al., 2022).

Embora nenhum estudo tenha abordado especificamente os aspectos microbiologicos
de S. herzbergii na Baia de Sdo Marcos, ensaios da qualidade da agua utilizando a espécie de
ostras Crassostrea rhizophorae confirmam a contaminacdo por coliformes totais e
termotolerantes nesta regido (RIBEIRO et al., 2020).

A presenca de coliformes totais na pele, musculos e intestinos de S. herzbergii confirma,
também, que o processo de contaminacdo ocorre tanto por contato direto como por
bioacumula¢do, podendo levar a lesdes gastrointestinais nos peixes e até mesmo a reducao
alimentar destes, seguida de morte por inani¢do, além de afetar a qualidade do pescado para
consumo humano (POSSATTO et al., 2011).

A correlagdo de inducgdo de perfil resistente a multiplas drogas (MDR) em E. coli e K.
pneumoniae por contaminantes ja tem sido amplamente observada em alguns estudos. A anélise
molecular feita por Tsunoda ef al. (2021) mostra que de 130 linhagens de coliformes isoladas
de agua, 89 foram resistentes a cefazolina, cefotaxima e tetraciclina, por mecanismo de
transferéncia plasmidial de genes. Sivaravam et al. (2020) descrevem isolados ESBL+ (beta-
lactamases de espectro estendido) em peixes na India, com E. coli resistente a 12 antibidticos e
K. pneumoniae a 11, como as cefalosporinas cefotaxima, ceftazidima e cefepima. Ho et al.
(2021) também relataram uma ampla distribui¢do de materiais genéticos caracteristicos de E.
coli e K. pneumoniae ESBL+ ¢ MDRs em d4guas residuais contaminadas por multiplos
efluentes.

Além disso, a contaminagdo por residuos organicos provenientes de esgotos também
pode induzir resisténcia a outras classes de antimicrobianos, como os -lactimicos, através da
produgdo de B-lactamases, como CTM-X (CERDEIRA et al., 2020; CARDOSO et al., 2022).
Martak et al. (2022), ao avaliarem rios poluidos, constataram linhagens de E. coli e K.

pneumoniae produtoras de B-lactamases de espectro estendido — ESBL, que as conferem um
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perfil MDR, o que ressalta a importancia de analises moleculares posteriores na Baia de Sao
Marcos.

Os resultados histopatologicos aqui obtidos estdo em conformidade com uma série de
estudos realizados na Baia de Sao Marcos por Castro et al. (2019), Pinheiro-Sousa ef al. (2021)
e da Silva Montes et al. (2023), onde as alteracdes foram mais significativas durante o periodo
de estiagem, muito provavelmente porque a diminuicdo dos indices pluviométricos reduz a
diluicdo dos contaminantes, potencializando o seu acumulo no estuario. S. herzbergii
provenientes de areas com influéncia antropica apresentaram multiplas alteragdes nos tecidos
branquial e hepatico, como necrose, fibrose, infiltrados leucocitérios, esteatose, hemorragias e
centros melanomacrofagicos.

Mais recentemente, um estudo realizado por Torres et al. (2023) incluindo também a
regido PG relatou achados semelhantes aos aqui obtidos, com alta taxa de lesdes hepaticas e
branquiais em S. herzbergii, incluindo estreitamento lamelar, deslocamento epitelial,
degeneragdo tecidual, hiperplasia e necrose. Estas respostas refletem niveis diferentes de
estresse em S. herzbergii, onde as branquias, 6rgdo de exposi¢do diretamente em contato com
a agua, e o figado por ser uma regido metabolica essencial, demonstram ser os 6rgaos mais
afetados, com maior ocorréncia de danos (SOARES et al., 2020).

Afzan et al. (2021) identificaram alteragdes histoldgicas similares em bagres capturados
em uma regido contaminada por patdégenos Gram-negativos. Em correlagdo, Meidiza et al.
(2017) e Abdelhamed et al. (2017) descrevem, especificamente, que a infiltragdo de células
inflamatorias nos tecidos ¢ um mecanismo direto de resposta a estimulos gerados por agentes
microbianos nocivos e ¢ caracterizado pelo deslocamento de leucocitos através dos vasos
sanguineos. Para Hastari et al. (2014), o surgimento de focos de necrose certamente esta
relacionado a infeccdo por microrganismos patogénicos e pode resultar em disfungdes
permanentes da area afetada; adicionalmente, Mangunwardoyo et al. (2016) descrevem que a
hemorragia pode ser causada pela secre¢ao da toxina hemolisina pelos patégenos.

Diversos aspectos histopatoldgicos em peixes provenientes de regides contaminadas
tém sido frequentemente relatados. Em bagres Genidens genidens, lesdes hepaticas encontradas
incluem focos de alteragdo celular, hepatose megalocitica, vacuolizagdo hidropica,
melanomacrofagos livres totais e centros de melanomacrofagos totais em células epiteliais
(FREIRE et al., 2020). Disfuncdes icticas associadas a poluentes como atrofia e fusdo de
lamelas secundérias com perda da aparéncia regular, degeneracdo granular e necrose de

hepatocitos foram observadas em estudos utilizando as carpas Cyprinus carpio e Labeo rohita
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oriundas de rios proximos a regides portuarias (KUMAR; KRISHNANI; SINGH, 2019;
YASSER; NASER, 2011), bem como alteracdes progressivas de hipertrofia e hiperplasia de
células epiteliais constatadas em branquias de Bryconamericus iheringii (DALZOCHIO et al.,
2018), Percilia irwini e Trichomycterus areolatus (QUIROZ-JARA et al., 2021).

O surgimento de lesdes com areas de dilatagdo e congestdo de capilares sinusoidais,
hiperemia e hepatdcitos com vacuolizagdo citoplasmatica podem ser caracteristicas de
contaminac¢do quimica cronica da dgua (LOUIZ et al., 2018; SAVASSI et al., 2020; WEBER
et al., 2020; SHAH; PARVEEN, 2022), como residuos de metais-trago previamente
identificados na Baia de Sao Marcos (PINHEIRO-SOUSA et al., 2017; RIBEIRO et al., 2020;
DE JESUS et al, 2021). Entretanto, estas alteragdes histologicas também parecem ter
correlacdo direta com outras fontes de contaminagdo, como efluentes de esgoto doméstico e
industrial (CARVALHO-NETA; TORRES; ABREU-SILVA, 2012). Dong et al. (2018)
ressaltam que as alteracdes histoldgicas observadas podem ser causadas e/ou potencializadas
pela contaminagdo por patégenos Gram-negativos, o que também pode comprometer a satde
humana.

Pinheiro-Sousa ef al. (2021), ao investigarem a histologia de S. herzbergii, mostraram
que os efeitos cumulativos no figado associados a danos agudos e/ou cronicos sdo devidos a
fontes difusas de contaminag@o e mistura de poluentes na Baia de Sao Marcos. Estes achados
reforgam a hipdtese que os parametros microbioldgicos podem exercer influéncia significativa
nas lesdes aqui encontradas para S. herzbergii. Esta correlagcdo também ¢ enfatizada por Bianchi
et al. (2019) ao descreverem lesdes de hipertrofia e hiperplasia de células epiteliais,
levantamento epitelial, aneurisma, edema e necrose em peixes expostos a aguas contaminadas
por diversos contaminantes quimicos e microbiologicos, incluindo coliformes termotolerantes.
A presenca de bactérias patogé€nicas na agua e seu acimulo nos musculos podem potencializar
danos teciduais (DAWOOD et al., 2023), prejudicando a qualidade do pescado e trazendo riscos
a saude humana.

A PCA ¢ uma ferramenta multivariada para projetar dados em um hiperespaco reduzido,
definido por componentes principais ortogonais, que sdo combinagdes lineares das varidveis
originais. Assim, a dimensao dos dados pode ser reduzida, o ruido pode ser excluido da analise
posterior e, portanto, a interpretagdo dos dados ¢ extremamente facilitada (BALLABIO, 2015).
Dados semelhantes foram analisados em PCA por Castro et al. (2019), que também
encontraram uma estreita relacdo entre variaveis abidticas e uma alta concentragdo de metais-

traco especificamente na regido PG. Pinheiro-Sousa et al. (2021), em seus estudos de
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biomonitoramento da Baia de Sdo Marcos, demonstraram através de analise multivariada uma
forte relacdo entre varidveis bioldgicas ao longo dos anos; as alteragdes a nivel histologico
foram influenciadas pelo ano de amostragem e pelas condigdes climaticas e hidrologicas da
regido. Desta forma, estes achados indicam que a presen¢a de metais-traco nas aguas de PG

pode estar relacionada a um aumento de metais-tracos no figado e branquias de S. herzbergii.
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6 CONCLUSAO

A avaliagdo do nivel de contaminagdo de sedimentos e biomarcadores associados a S.
herzbergii forneceu uma visao abrangente da qualidade ambiental de IC e PG. O aumento das
concentragdes de metais-traco e HPAs nos estuarios, que resultam no aumento da expressao de
enzimas de estresse oxidativo em S. herzbergii residentes, reforca a importancia do
monitoramento continuo das atividades portudrias e seus efeitos nos peixes residentes.

Além disso, a acentuada contaminagdo da Baia de Sdo Marcos por coliformes totais e
termotolerantes resistentes ¢ reflexo do continuo langamento de efluentes industriais e
domésticos no litoral do estado do Maranhdo. Os dados microbiologicos sdo inéditos para S.
herzbergii e indicam que estes xenobioticos podem prejudicar a fisiologia e a qualidade dos
pescados para consumo humano.

A correlagdo de dados aqui apresentada pode ser usada para apoiar estratégias de
biomonitoramento mais eficazes por parte dos 6rgaos responsaveis, a fim de manter os fluxos
comerciais €, ao mesmo tempo, preservar a biodiversidade estuarina da Amazonia,

minimizando assim os danos a esses ecossistemas e, consequentemente, a saide humana.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Biomonitoring studies in harbor areas are crucial for initiating timely interventions to minimize socioeconomic
Biomonitoring and environmental damage. This study aimed to analyze biomarkers of oxidative stress in Sciades herzbergii, an

Seasonality

Fish development
Oxidative system
Pollutants

estuarine catfish species, caught near a port complex on the Brazilian Amazon coast. Water physicochemical
parameters, fish biometric indices, superoxide dismutase, catalase, glutathione, glutathione S-transferase, and
lipid peroxidation were analyzed in the dry and rainy periods of 2021 and 2022 in two regions, namely Porto

Grande (PG, potentially impacted area) and Ilha dos Caranguejos (IC, conservation area). Lower levels of dis-
solved oxygen and higher concentrations of trace metals and polycyclic aromatic hydrocarbons were detected in
PG sediments. PG fish showed delayed development, increased enzyme activities, and increased lipid peroxi-
dation. Principal component analysis confirmed that biomarkers of oxidative stress showed higher expression
during the rainy season, especially in 2022. Our findings showed that chemical contamination of estuaries
directly influences the expression of oxidative stress enzymes in S. herzbergii, impairing fish health.
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Abstract This study aimed to isolate and identify
pathogenic bacteria in the intestinal tract, skin, and
muscles of Sciades herzbergii; detect histopatho-
logical changes in the gill and liver; and use these
biomarkers for the assessment of potential risks to
human health. Fish were sampled during the rainy
and dry seasons at two points in S3o Marcos Bay,
Maranhdo, Brazil: Ilha dos Caranguejos (IC) and
Porto Grande (PG). Isolation and quantification were
carried out using COLItest®. Colonies were sub-
jected to identification and phenotypic investigation
of antimicrobial resistance using Vitek®. Gill and
liver samples were subjected to routine histologi-
cal examination. The results indicated the presence

of Klebsiella pneumoniae and Escherichia coli, the
latter of which showed phenotypic resistance to nor-
floxacin and gentamicin. Fish caught at PG exhibited
more extensive gill and liver damage than fish caught
at IC. The findings suggest that histological changes
in target organs of S. herzbergii may be influenced by
infection with pathogenic bacteria.

Keywords Catfish - Pathogens - Target organs -
Maranh@ao Amazon - Pollutants



