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RESUMO

A biota aquadtica estd exposta a inlimeras situagoes de estresse que chegam ao ambiente
aquético através de diversas fontes poluidoras. Por conta disso, sdo necessérios estudos
que priorizem a atencdo para o monitoramento de efeitos bioldgicos, ao invés do
monitoramento de contaminantes. Neste trabalho objetivou-se avaliar biomarcadores
bioquimicos e histolégicos em peixes da espécie Sciades herzbergii (Bloch, 1794) para
diagnéstico de impactos ambientais em duas dreas da Bafa de Sao Marcos, Maranhdo. As
coletas dos peixes foram realizadas no Terminal de Pesca Industrial de Porto Grande,
considerada a drea potencialmente contaminada e a Ilha dos Caranguejos, regido de
referéncia, em marco e julho de 2018 e 2019. Em campo, foi retirada uma parte do tecido
hepético de cada exemplar para a realizacdo das andlises das enzimas catalase (CAT) e
glutationa-S-transferase (GST), enquanto que a outra metade foi conservada em
formalina a 10%, junto com os arcos branquiais direito para o procedimento histolégico
usual. Além disso, os parametros morfométricos (comprimento total, comprimento
padrao, comprimento furcal e peso total) e abidticos foram mensurados. Os
biomarcadores bioquimicos ndo demonstraram diferencas entre as dreas de coleta dos
peixes. Entretanto, foi verificado que a atividade da CAT foi significativamente maior na
estacdo seca, indicando que as diferengas sazonais podem interferir nas expressoes das
enzimas antioxidantes em decorréncia das atividades metabdlicas. Sendo assim, €
provavel que os resultados da CAT dos peixes observados neste estudo sejam em
decorréncia da influéncia de fatores ambientais, como, temperatura e salinidade. Os
bagres coletados na regido portudria apresentaram mais alteracdes histolégicas em
comparacdo com os da area de referéncia, principalmente no tecido branquial, onde as
branquias demonstraram ser o 6rgao mais afetado e que melhor demonstrou os diferentes
graus de estresse entre as areas de estudo. Por sua vez, as alteracdes hepaticas foram mais
significativas quando analisadas entre os periodos sazonais, tendo o periodo chuvoso
valores maiores. Durante a estagdo chuvosa, o nivel de contaminagao em corpos d’agua
pode aumentar devido ao escoamento de contaminantes, e como o figado tem papel
importante no armazenamento, desintoxicagao e transformagao de xenobidticos, torna-se
alvo das substancias toxicas. Concluindo, apesar de inespecificas, as alteracdes
identificadas mostraram-se relevantes para a espécie estudada, em que os biomarcadores
utilizados demonstraram ser eficientes para avaliar de forma mais abrangente os efeitos
biolégicos dos xenobidticos sobre os organismos investigados.

Palavras-chave: Complexo Estuarino, biomonitoramento, peixes, respostas bioldgicas.



ABSTRACT

Aquatic biota is exposed to countless stressful situations that reach the water environment
aquatic various polluting sources. Because of this, studies are needed that prioritize
attention to the monitoring of biological effects, rather than the monitoring of
contaminants. This work aimed to evaluate biochemical and histological biomarkers in
fish (Sciades herzbergii) for diagnosis of environmental impacts in two areas of Sdo
Marcos Bay, Maranhdo. The fish were collected at the Porto Grande Industrial Fishing
Terminal, considered to be the potentially contaminated area and Ilha dos Caranguejos,
the reference region, in March and July 2018 and 2019. In the field, part of the liver tissue
from each specimen for the analysis of the enzymes catalase (CAT) and glutathione-S-
transferase (GST), while the other half was preserved in 10% formalin, together with the
right branchial arches for the usual histological procedure. In addition, the morphometric
parameters (total length, standard length, furcal length and total weight) and abiotics were
measured. Biochemical biomarkers did not show differences between the fish collection
areas. However, it was found that CAT activity was significantly higher in the dry season,
indicating that seasonal differences may interfere with the expression of antioxidant
enzymes due to metabolic activities. Therefore, it is likely that the results of the CAT of
the fish observed in this study are due to the influence of environmental factors, such as
temperature and salinity. The catfishes collected in the port region indicated greater
amounts of histological changes compared to those in the reference area, mainly in the
branchial tissue, where the gills proved to be the most affected organ and that best
demonstrated the different degrees of stress between the study areas. In turn, liver changes
were more significant when analyzed between seasonal periods, with the rainy season
having higher values. During the rainy season, the level of contamination in water bodies
can increase due to the flow of contaminants, and as the liver plays a role in the storage,
detoxification and transformation of xenobiotics, it ends up being the target of toxic
substances. Therefore, in spite of being non-specific, the alterations identified proved to
be relevant for the species studied, in which the biomarkers used proved to be efficient to
more comprehensively assess the biological effects of xenobiotics on investigated
organisms.

Keywords: Estuarine Complex, biomonitoring, fish, biological responses.
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1 INTRODUCAO

Os estudrios sdo ecossistemas submetidos a riscos de polui¢do em um ritmo
preocupante devido a vdrios estressores antropogénicos que sio liberados por fontes
industriais, domésticas e difusas ligadas a agricultura (STENTIFORD et al., 2003; LIU
et al.,, 2019) Além disso, esses ambientes sdo caracterizados por intensa variacdo de
parametros fisico-quimicos da dgua, tais como, salinidade, pH e temperatura, o que
consequentemente podem alterar a biodisponibilidade e toxicidade dos poluentes
(MONSERRAT et al., 2007). Tendo em conta a complexidade da contaminac¢io aquatica
nos estudrios faz-se necessario o monitoramento continuo, a fim de avaliar a situacdo da
polui¢do nessas regides costeiras, em especial a sanidade dos organismos aquéticos. Sob
este aspecto, o biomonitoramento torna-se um dos principais meios para investigar os
processos resultantes das interacdes entre as misturas de compostos, que atuam
sinergicamente e antagonicamente, presentes no compartimento hidrico e a biota
(PRABHAKARAN et al, 2017). Para tanto, essa técnica cientifica utiliza os
biomonitores, compreendidos como os organismos aquéticos amostrados cuja andlise de
suas respostas bioldgicas indica graus de mudangas bioquimicas, histoldgicas,

fisiol6gicas e comportamentais (ZHOU et al., 2008; RAINBOW, 1995).

Nesse sentido, os peixes tém despertado atencdo em programas de
biomonitoramento, uma vez que apresentam caracteristicas, como tamanho corporal
relativamente grande, ciclo de vida longo, posi¢do elevada na cadeia tréfica (o que reflete
os processos de biomagnificacido) e geralmente possuem importincia econdmica (LINS
et al., 2010). A espécie Sciades herzbergii (Bloch, 1794) é um peixe tropical encontrado
facilmente na América do Sul, e utiliza as areas estuarinas para manuten¢ao e reproducao,

seja parcialmente ou durante todo seu ciclo de vida (ARAIjJO, 1988; BLABER, 2008).

Estudos demostraram que o S. herzbergii € considerado um modelo biolégico
seguro para comparar sistemas aquaticos com diferentes graus de impacto (SOUSA;
ALMEIDA; CARVALHO-NETA, 2013; CARVALHO NETA et al., 2014; CASTRO et
al., 2018). Esse recurso pesqueiro € abundante e com relevancia econdmica na pesca
artesanal do estado do Maranhdo, além de ser frequentemente capturado em uma

importante Baia, localizada no Golfao Maranhense, denominada de Baia de Sdo Marcos



18

(CARVALHO-NETA; CASTRO, 2008; CASTRO; CASTRO; RIBEIRO-PORTO,
2010).

A Baia de S3o Marcos é uma extensa zona estuarina que agrupa desde dreas
protegidas até portos de alta complexidade. A atividade portudria nessa regido torna a
cidade de Sao Luis, capital do Maranhdo, atrativa para inddstrias que utilizam o transporte
maritimo. Entretanto, esse ecossistema estuarino torna-se vulneravel a substincias
potencialmente perigosas emitidas em dreas préximas aos navios graneleiros que atracam
nos principais portos, associados com a descarga de esgoto doméstico decorrente de
assentamentos urbanos, muitas vezes mal planejados (CARVALHO-NETA; TORRES;
ABREU-SILVA, 2012). Sob essas circunstancias, a amostra toxica presente nesse
ambiente pode causar respostas distintas em diferentes niveis de organizacdo bioldgica
do bagre S. herzbergii, haja vista que esses organismos estdo suscetiveis a condicdes
desestabilizadoras em funcdo dos contaminantes nos sedimentos (CARVALHO NETA;
ABREU-SILVA, 2013). Para tal, é preciso utilizar metodologias com o propdsito de

analisar as respostas biologicas que se constituem efetivos biomarcadores nesses peixes.

Os biomarcadores bioquimicos tém sido propostos como ferramentas sensiveis
de alerta precoce para a medicdo dos efeitos bioldgicos relacionados aos problemas
ambientais iminentes (LAM; GRAY, 2003). Dentre as respostas bioquimicas, os ensaios
enzimaticos envolvem uma série de etapas que podem ser rapidamente implantadas para
gerar resultados passiveis de testes de campo (ZHOU et al, 2008). Desse modo,
alteracdes nas atividades enzimdticas sdo propostas como bons biomarcadores em
biomonitoramento aquético, como por exemplo, a catalase (CAT) utilizada para detectar
respostas bioldgicas decorrentes do estresse oxidativo e enzimas de biotransformacio da
fase II, caso da glutationa S-transferase (GST), encarregada pela conjugacdo dos
xenobidticos e a elimina¢do dos mesmos (SALEH; MARIE, 2016). Portanto, respostas
bioquimicas tém a capacidade de identificar os potenciais mecanismos responsiveis por

efeitos em niveis mais altos de organizacio (MONSERRAT et al., 2007).

Em um nivel de organizacido superior, as abordagens histolégicas permitem o
exame de 6rgdos alvo e fornecem informagdes sobre os danos teciduais, sendo vantajosa
a sua utilizagdo, visto que reflete a posicdo intermedidria em relagdo a organizagdo

biolégica (SALEH; MARIE, 2016; STENTIFORD et al., 2003). As alteragdes
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histolégicas aparecem a médio prazo a estressores subletais proporcionando um método

rapido para detectar efeitos de irritantes em vdrios tecidos e 6rgaos (BERNET et al.,

1999).

No contexto multiestressor, a utilizacdo de mais de um pardmetro biolégico
fornece uma avaliacdo mais abrangente e integrativa das condi¢des ambientais anormais
(SANTANA et al.,, 2018). Sendo assim, este estudo propde-se a explorar uma
possibilidade metodoldgica atualizada utilizando biomarcadores em diferentes niveis na
espécie biomonitora S. herzbergii para comparar uma drea potencialmente contaminada

com locais livres de contaminacao.

2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Avaliar biomarcadores bioquimicos e histolégicos em exemplares de Sciades
herzbergii para diagndstico de impactos ambientais em duas dreas da Baia de Sdo Marcos,

Maranhdo.
2.2 Especificos

e Analisar o uso combinado dos biomarcadores glutationa S-transferase, catalase,
lesdes hepaticas e branquiais em Sciades herzbergii;

e Auvaliar a intensidade de lesdes hepaticas e branquiais dos exemplares através do
indice de alteracdes histoldgicas;

e Verificar as diferengas sazonais nas respostas dos biomarcadores decorrentes da
exposicao dos peixes aos xenobioticos;

e Descrever os parametros fisico-quimicos da agua dos locais de captura de S.

herzbergii.



20

3 FUNDAMENTA(;AO TEORICA
3.1 Ambientes estuarinos e biomonitoramento

Os estudrios sdo ambientes aquaticos que ocupam a regido de transicdo entre os
oceanos e rios, sendo considerados ecossistemas altamente produtivos com uma grande
diversidade biolégica (WHITFIELD; HARRISON, 2014; CANTAN HEDE et al., 2016).
A biota aqudtica associada a esses sistemas, em grande parte, se adaptaram as condi¢des
flutuantes dos fatores abidticos dessas regides costeiras (FONSECA et al., 2014). Além
da importancia ecoldgica, essas dreas sao locais ideais para o desenvolvimento humano,
e consequentemente, estdo sujeitas a crescentes pressdes antropicas (MADEIRA et al.,
2013). Por essas razdes, torna-se indispensavel estudos que visem o acompanhamento
continuo da condi¢do dos estudrios, uma vez que esses ambientes sdo suscetiveis a

estressores naturais e antropogénicos.

Nesse contexto, 0 monitoramento ambiental de regides estuarinas desempenha um
importante papel para descrever o estado atual desses sistemas aquéticos, evidenciando,
assim, os problemas emergentes (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).
Segundo o Ministério do Meio Ambiente (2009) o monitoramento ambiental consiste no
acompanhamento sistemdtico da situacdo dos recursos ambientais do meio fisico e
bidtico, visando a recuperacio, melhoria ou manutencdo da qualidade ambiental. Desse
modo, essa avaliacdo repetida € um instrumento eficaz na gestdo dos estudrios, pois 0s
dados ambientais coletados nessas dreas t€ém o propodsito de auxiliar os gerentes quanto
as tomadas de decis@o. Entretanto, por serem ecossistemas dindmicos, muitas vezes
ocorre a dificuldade de reunir os resultados de campo de forma mais acessivel para as
partes interessadas (WHITFIELD; HARRISON, 2014). Sendo assim, a fim de avaliar a
condicdo fundamental desses sistemas sem ter que capturar toda essa complexidade, faz-

se 0 uso do biomonitoramento.

7z

O biomonitoramento € um método que detecta precocemente mudangas
prejudiciais no ambiente (BATISTA et al., 2014). Seu propésito € avaliar os efeitos que
0s agentes tOxicos exercem noOsS organismos aqudaticos, portanto, complementa o
monitoramento ambiental realizado exclusivamente através dos parametros fisico-
quimicos (COSTA et al., 2008). Essa necessidade de elaborar novos métodos de avaliag@o

da condi¢do do ambiente aquético adveio da dificuldade que as medicdes fisico-quimicas
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possuem, visto que ndo integram o histérico de contaminacdo do ambiente, especialmente

aqueles oriundos de fonte difusa (BUSS; BAPTISTA; NESSIMIAN, 2003).

No biomonitoramento sdo avaliadas as respostas bioldgicas dos organismos
biomonitores, que sdo espécies empregadas em estudos, onde reinem uma série de fatores
ambientais e possiveis exposi¢des passadas provocadas por substincias estressoras

(PRABHAKARAN et al., 2017).
3.1.1 Contaminagao aqudtica em areas portudrias

Os portos apresentam significativa atividade econdmica tanto local quanto entre
nacdes, porém como estdo localizados proximos de dreas costeiras, representam uma

ameaca crescente para esses ecossistemas (LU et al., 2018).

As dreas portudrias apresentam considerdveis perturbagdes nos ambientes
marinho e regides costeiras adjacentes, haja vista que essas perturbacdes sdo de origem
antrépica e geram uma série de problemas ambientais, como, emissdo de poluentes
atmosféricos, dragagem, instalacdes industriais, descargas de &guas residuais,
vazamentos de 6leo, e até introducdo de espécies invasoras (CHATZINIKOLAOU et al.,
2018).

A Baia de Sdo Marcos (Brasil) € um estudrio ativo caracterizada por alta
produtividade primdria e dominada por manguezais, que servem como locais de
alimentacdo e reproducdo para muitas espécies de animais (RODRIGUES et al., 2016).
Nessa regido, estd inserido o segundo maior complexo portudrio do pais, responsdvel pelo
desenvolvimento social e econdmico do estado do Maranhdo, sendo considerada uma area

portudria de importancia nacional e internacional (SILVA et al., 2018).

O Complexo Portudrio da Bafa de Sio Marcos compreende os seguintes terminais:
Ponta da Madeira, pertencente a Vale, no qual € especializado principalmente na
exportacdo de minérios de ferro e manganés; Terminal Portuario da Alumar, onde sdao
descarregados carvao, bauxita e soda para a producdo de aluminio ; Terminal de Ferry-
Boat da Ponta da Espera, responsavel pelo fluxo de passageiros entre o continente e a
cidade e Sdo Luis (Maranhdo); e Terminal de Pesca Industrial de Porto Grande,
atualmente desativado, mas que tinha o propdsito de atender a demanda do setor

pesqueiro da regido. Além desses terminais, existe também o porto publico do Estado
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conhecido como Porto de Itaqui, um dos principais portos comerciais que se destacam no

cendrio nacional como importante terminal graneleiro (ICMBIO, 2018).

Para dar suporte as atividades desenvolvidas na regido portudria de Sao Luis,
Maranhao, na regido sul da cidade tem o distrito industrial, com dreas integradas ao
sistema portudrio através de ferrovias e rodovias que apresentam considerdveis
instalacdes de industrias (ICMBIO, 2018). Dessa maneira, o ecossistema aquatico
adjacente a drea portudria apresenta a qualidade potencialmente comprometida devido as
inimeras substancias quimicas oriundas dos assentamentos urbanos e do fluxo de

embarcagdes (CARVALHO NETA et al., 2014).

Nesse sentido, os compostos toxicos lancados no ambiente aquatico podem atingir
areas distantes do seu ponto inicial de descarga e afetar organismos em diferentes niveis
da cadeia trofica através do processo de biomagnificacio (FREIRE et al., 2008).
Normalmente, os peixes tendem a acumular concentragdes de substancias quimicas muito
acima daquelas verificadas na dgua, sendo considerado, portanto, organismos de grande

importancia para compreender a dindmica dos corpos hidricos (SILVA; SANTOS, 2007).
3.2 Peixes como biomonitores

Biomonitor € uma espécie selecionada em programas de biomonitoramento ou em
estudos ambientais, que apresenta uma resposta quantitativa a presenca de xenobidticos
no ambiente. Para tanto, o tdxon utilizado precisa ser abundante na drea de estudo, além
de ser tolerante sob condi¢des adversas de contaminagdo, haja vista que as alteracdes em
seu sistema bioldgico s@o mensuradas, a fim de avaliar a qualidade do ambiente em que

vivem (O’CALLAGHAN et al., 2019).

Entre os organismos aqudticos, os peixes sdo comumente utilizados como
modelos em programas de biomonitoramento do meio aquético (ZHOU et al., 2008).
Esses organismos estdo presentes em todos os sistemas aquaticos, sendo considerados
suscetiveis a contamina¢cdo ambiental, pois, normalmente, possuem posi¢cdo elevada na
cadeia trofica, refletindo processos de biomagnificacio (CARDOSO et al., 2019). Além
da relevancia ecoldgica, os peixes possuem um apelo maior com o publico em geral

devido seus valores econdémicos e estéticos (WHITFIELD; ELLIOTT, 2002).

Por varias razdes os peixes tém atraido interesse em estudos que avaliam respostas

bioldgicas decorrentes a exposi¢do de contaminantes ambientais e, embora apresentem
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limitagdes, como uma mobilidade alta, sdo considerados organismos vidveis para o
biomonitoramento (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003; BALLESTEROS
et al., 2017).

No ambiente aqudtico, os poluentes podem ser absorvidos pelos peixes por
quatro vias distintas: alimentacdo, branquias, ingestdo de dgua e através da pele
(HERMENEAN et al., 2015). Segundo esses autores as substancias téxicas em contato
com o organismo, podem ser acumuladas nas branquias, figado, rim e intestino, tendo

como resultado alteracdes nesses 6rgaos.

Nesse sentido, os efeitos adversos dos contaminantes nos peixes podem ocorrer
desde efeitos letais a subletais (DUARTE et al., 2018). No geral, a polui¢do aqudtica
ocorre de forma cronica, com concentragdes subletais de poluentes, sendo mais comum
identificar alteracdes estruturais e funcionais dos peixes do que a mortalidade em massa

(POLEKSIC; MITROVIC-TUTUNDZIC, 1994).
3.2.1 Sciades herzbergii como espécie biomonitora

A espécie S. herzbergii, da familia Ariidae, popularmente conhecida como bagre
guribu € um peixe tropical facilmente encontrado na América do Sul (MARCEIUK,
2005). Os peixes dessa familia constituem a base de importantes pescarias artesanais da
América do Sul, visto que sdo abundantes em arrastos de fundo de zonas litoraneas
tropicais e incluem espécies de elevada importancia econdmica (QUEIROGA et al.,

2012).

O guribu é um organismo tolerante a salinidade, sendo geralmente abundante em
4guas costeiras com fundo lodoso e pouco profundas (ARAUJO, 1988). Os estudrios sio
importantes locais para a manutencdo e reproducdo de seu ciclo de vida, uma vez que

procuram essas regioes na €poca da desova (FIGUEIREDO; MENEZES, 1978).

O periodo de desova dessa espécie € do tipo escalonada devido sua longa duracao,
especialmente nos primeiros meses do ano, sendo assim, esse amplo periodo reprodutivo,
normalmente, se concentra na estagdo sazonal de maior pluviosidade (MARTINS-

JURAS, 1989).

Os machos de S. herzbergii, assim como outros da familia Ariidae, exibem

cuidados parentais, nos quais demonstram comportamentos de territorialidade, guardando
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e protegendo os ovos contra predadores (QUEIROGA et al., 2012). Porém, esse padrio
comportamental pode ser modificado e até mesmo ausente em peixes capturados

proximos aos locais impactados (CARVALHO NETA et al., 2017)

Quanto a alimentacdo, essa espécie possui forte especializacdo em crusticeos
decdpodes, com adaptacdo o ambiente estuarino (RIBEIRO; ALMEIDA; CARVALHO
NETA, 2012). Contudo, essas regioes costeiras sdo influenciadas constantemente pela
acdo antropica e como consequéncia podem ocorrer impactos na qualidade do ambiente,
assim como, o comprometimento da sanidade desses organismos aquéticos (AZEVEDO

et al., 2013).

No estado do Maranhdo S. herzbergii ocorre nas imediagdes de todo o litoral,
sendo caracterizado como estuarino-residente, pois todo o seu ciclo biolégico € realizado
nos estudrios maranhenses (CARVALHO NETA; ABREU-SILVA, 2013). Estudos
demonstram que esse bagre, geralmente, utiliza os igarapés da Ilha dos Caranguejos para
alimentacdo, crescimento e reproducdo. Entretanto, por se tratar de uma espécie de
importancia comercial na pesca artesanal do Estado, € comum que sejam encontrados e
capturados em locais mais proximos das atividades antrépicas, como por exemplo, o
Complexo Portudrio de Sao Luis, responsavel pela maioria das exportagdes e importacdes
de mercadorias do Estado e que se encontra localizado na Baia de Sao Marcos

(CARVALHO-NETA; TORRES; ABREU-SILVA, 2012).

Por ser um organismo que estd associado com o sedimento do compartimento
hidrico, a utilizagdo de S. herzbergii torna-se promissora para avaliar a exposiciao e os
efeitos dos compostos toxicos - que geralmente tendem a se concentrar nos sedimentos
dos ambientes hidricos — existentes na Baia de Sao Marcos. Por essas razoes, esse taxon
€ considerado um modelo bioldgico confidvel, uma vez que € apropriado para investigar
cientificamente as possiveis mudangas em seus ambientes decorrentes da exposicao aos
contaminantes (SOUSA; ALMEIDA; CARVALHO-NETA, 2013; CASTRO et al.,
2018). Além do mais, ele € considerado tolerante a poluicdo estuarina, o que reforga seu
uso no monitoramento em pontos distintos da Bafa de Sdo Marcos-MA. Sendo assim, as
respostas biologicas identificadas nesses organismos, de certo modo, irdio demonstrar o
grau de estresse observado cuja relagdo estd vinculada ao local em que foi capturado,

subsidiando, portanto, no monitoramento ambiental dessa Baia.
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Esse peixe difere dos demais bagres por apresentar caracteristicas peculiares, tais
como, cabeca achatada formada por uma camada 6ssea e revestida por uma pele grossa,
maxila superior com um par de barbilhdes, maxila inferior com um ou dois pares, narinas
anteriores muito préximas das posteriores coberta por uma leve membrana, nadadeiras
peitoral e dorsal com um espinho poderoso anteriormente de margens serreadas e a
superficie do corpo recoberta por uma camada espessa de muco (FIGUEIREDO;
MENEZES, 1978) (Fig.1). Atualmente, esta espécie se enquadra nas categorias

taxondmicas abaixo, conforme a FISHBASE 2019.

Reino: Animalia
Filo: Chordata
Subfilo: Vertebrata
Superclasse: Pisces
Classe: Actinopterygii
Ordem: Siluriformes
Familia: Arridae
Género: Sciades

Espécie: Sciades herzbergii

Figura 1. Exemplar de S. herzbergii (Bloch, 1794), bagre capturado na Bafa de Sao
Marcos -MA, mostrando as principais caracteristicas taxondmicas que definem a espécie
investigada.

Fonte: SOARES, 2018.



26

3.3 Biomarcadores

No biomonitoramento aquéatico para avaliar a qualidade do ambiente s@o utilizadas
as respostas biolégicas ou biomarcadores das espécies biomonitoras (MAGALHAES;
FERRAO FILHO, 2008). Essas respostas biolégicas sdo definidas como alteragdes que
podem ocorrer em niveis celulares, bioquimicas, moleculares ou fisiol6gicas medidos no
sistema biolégico, tais como, células, tecidos ou 6rgaos que sdo indicativos da exposi¢ao

e ou efeito de xenobidticos (LIMA et al., 2018).

Por outro lado, Adams (1990) considera o termo biomarcador numa perspectiva
mais ampla, na qual incluem as mudangas verificadas em niveis mais elevados da
organizacao bioldgica, tal como, comunidade. No entanto, por serem considerados ““sinais
de alerta precoce”, normalmente nos estudos cientificos, biomarcador se restringe apenas
as respostas biolégicas observadas em nivel de sub-organismo, visto que estas tendem a

preceder aquelas que ocorrem em organizacdes superiores (LAM, 2009).

Nesse sentido, o uso de biomarcadores € vantajoso em pesquisas ambientais, uma
vez que fornece informagdes importantes sobre os potenciais mecanismos dos efeitos
biolégicos de poluentes em vez de sua mera quantificacio (DALZOCHIO et al., 2017).
Desse modo, sob condi¢des de campo, 0s organismos aquiticos estdo expostos a uma
complexa mistura de substincias presentes no ambiente. A resposta da maioria dos
biomarcadores ndo estd relacionada a exposi¢ao a um contaminante especifico, mas aos
efeitos sinérgicos ou antagdnicos dos xenobiontes (COSTA et al., 2008). No entanto,
existem determinados biomarcadores que sdo altamente especificos, ou seja, respondem
apenas a um quimico ou grupo de produtos quimicos, como por exemplo, as

metalotioneinas, e colinesterase (MONSERRAT et al., 2007)

Os marcadores bioldgicos podem ser utilizados para diversos propositos, tais
como a exposicao, avaliagdo dos efeitos dos agentes quimicos, assim como detectar a
suscetibilidade individual (AMORIM, 2003). Dessa forma, podem ser classificados em
trés categorias: exposi¢ao, efeito e suscetibilidade (JESUS; CARVALHO, 2008).

Os biomarcadores de exposi¢do correspondem as respostas cuja substancia
exdgena ou seu metabdlito € medida em um compartimento do organismo (VAN DER

OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003). Em outras palavras, o biomarcador de exposi¢ao
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“estima a dose interna, estabelecendo uma ligacdo entre a exposicdo externa - substancia
presente no ambiente € em contato com o organismo - € a quantidade absorvida do
toxicante pelo organismo” (AMORIM, 2003). Para tanto, a autora reforca que é
necessario compreender os mecanismos de acdo da substancia quimica no ambiente,

assim como o tempo de permanéncia no individuo.

Os biomarcadores de efeito envolvem parametros biol6gicos mensurédveis que, no
geral, ndo sdo especificos em relacdo aos contaminantes (PIVETTA et al., 2001). Nesse
caso, tem-se as alteracdes bioquimicas, fisiologicas e aquelas quantificadas nos tecidos
ou fluidos corporais que estdo associadas a um possivel comprometimento da sanidade
do organismo (KROON; STRETEN; HARRIES, 2017). Para esta classe de biomarcador
o ideal é selecionar o marcador biolégico que mede uma alteracio em um estdgio
reversivel, pois a resposta precoce estabelecerd uma menor associacdo com o dano, o que

o torna de carater preventivo (AMORIM, 2003).

Os biomarcadores de suscetibilidade “indicam a habilidade adquirida ou inerente
de um organismo a responder a exposi¢do a um xenobidtico especifico, incluindo fatores
genéticos e mudancgas que alteram a suscetibilidade de um individuo a uma dada
exposi¢ao” (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003). Desse modo, sao
analisados os individuos na populacdo que possuem alguma diferenga, seja genética ou
adquirida, com relacio 2 exposi¢do do contaminante (AMORIM, 2003; FONTAINHAS-
FERNANDES, 2005).

Em estudos de campo, o uso de biomarcadores para caracterizar dreas estuarinas
impactadas ¢ um método promissor, pois essas regides além de possuirem a variabilidade
natural de suas condi¢cOes ambientais, estdo suscetiveis as misturas complexas de
poluentes oriundos das atividades antropicas (MONSERRAT et al., 2007). Sendo assim,
a utilizacdo de dois ou mais biomarcadores pode contribuir para uma melhor avaliacdao

desses sistemas aquéaticos.
3.3.1 Parametros bioquimicos

As primeiras mudangas detectdveis em biomarcadores sdo enzimas envolvidas nos
processos e biotransformacao e sistemas antioxidantes (COGO et al., 2009). Desse modo,

os parametros bioquimicos detectam mais rapidamente a presenga de varios compostos
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toxicos, identificando os efeitos deletérios de forma precoce, antes que estes atinjam

niveis mais altos da organizacdo biol6gica (MONSERRAT et al., 2007).

Em geral, os parametros bioquimicos sao utilizados frequentemente em estudos
ambientais por ser considerados como fendmenos universais, ou seja, semelhantes em
uma grande variedade de organismos, em razdo dos demais parametros e servirem de
“alertas precoce” ( LAM; GRAY, 2003; FONSECA et al., 2014; KUMAR et al., 2017).
Dessa forma, os processos bioquimicos sdo medidos no nivel de sub-organismo, em que

se utiliza técnicas bioquimicas estabelecidas.

Entre os biomarcadores bioquimicos, a atividade de enzimas relacionadas a
biotransformagao e aos processos antioxidantes tem sido comumente utilizada em estudos
ambientais (SOUZA et al., 2013). A Glutationa-S- transferase (GST) apresenta papel
fundamental nos processos de Dbiotrasformacdo da Fase II (AL-GHAIS,
2013)SADAUSKAS-HENRIQUE et al.,, 2017). A biotransformagcdo é um processo
realizado por enzimas que catalisam compostos xenobidticos em substancias mais
soliveis em dgua, onde estas podem ser excretadas mais facilmente do organismo (VAN
DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003). Esse processo de desintoxicacdo
compreende trés etapas principais que sao fase I, fase II e fase III. A fase I os compostos
téxicos passam por modificagdes quimicas, através de reacdes de oxidacdo, reducio e
hidrélise, sendo convertidos em formas mais polares. A fase II estd envolvida na
conjugacdo desses produtos téxicos. E nessa fase que ocorre a participagio da enzima
GST, com a fung¢ao de tornar os xenobidticos mais soliveis e menos téxicos. Por sua vez,
a fase III, os produtos soliveis sdo excretados do organismo (BAMIDELE;

KOLAWOLE; AJELE, 2012; (SAMARAWEERA et al., 2019).

Quando os organismos aquaticos estdo expostos a diversos compostos quimicos,
enzimas de desintoxicacdo muitas vezes sdo induzidas (OJOPAGOGO et al., 2015).
Sendo assim, a atuagdo da GST € uma importante estratégia de defesa da célula contra

xenobidticos (HUBER; ALMEIDA; FATIMA, 2008).

Os processos antioxidantes formam um conjunto de biomarcadores bastante
utilizados em estudos ambientais e programas de biomonitoramento, visto que
estabelecem conexao entre o efeito do poluente e a alteracdo metabdlica do organismo

(BATISTA et al., 2014).
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As enzimas antioxidantes sdo responsaveis por decompor as espécies reativas de
oxigénio (ROS). Estas espécies sdo naturalmente produzidas pelas células, pois sdo
produtos secundérios do metabolismo do oxigénio (MADEIRA et al., 2013). De acordo
com Lushchak (2011) 90% do oxigénio consumido pelos organismos € usado no
transporte de elétrons e estd relacionado a producdo de energia, porém 10% desse

oxigénio € reduzido parcialmente dando origem as espécies reativas de oxigénio.

Nesse sentido, a produ¢ao de ROS é um processo continuo, em que a quantidade
que é gerada é praticamente igual a eliminada (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Isso
ocorre porque OS organismos apresentam um sistema antioxidante. No entanto, a
concentracao de ROS pode ser alterada resultando no estresse oxidativo. Essa alteracao
pode ser decorrente a mudancas naturais ou antropicas no ambiente (SADAUSKAS-

HENRIQUE et al., 2017).

A enzima catalase (CAT) € uma das enzimas envolvidas na defesa contra o
estresse oxidativo, sendo um componente de defesa antioxidante priméario (BARBOSA
et al., 2010). Ela se encontra distribuida amplamente nos tecidos biol6gicos, na qual estd
envolvida na decomposi¢cdo do peréxido de hidrogénio em oxigénio e 4gua

(HERMENEAN et al., 2015).

A atividade da CAT torna-se relevante para o biomonitoramento, visto que
apresenta elevada atividade quando o organismo se encontra em estresse oxidativo
(COGO et al., 2009). Diante disso, os biomarcadores bioquimicos, apesar de ndo serem
especificos, indicam as primeiras mudangas detectdveis no organismo apds a exposi¢cao
ao contaminante, sendo, portanto, um método eficiente para avaliar a sanidade da biota

aquatica.
3.3.2 Parametros histologicos

Os parametros histolégicos incluem respostas bioldgicas de 6rgdos especificos
que evidenciam danos nos tecidos e indicam o mau funcionamento desses 6rgaos afetados
(SOUZA et al., 2013). Esse parametro faz parte da categoria de biomarcadores de efeito,
sendo, portanto, um método que gera dados sobre lesdes em niveis teciduais, ndo

especificando a causa da lesao (LINS et al., 2010).
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Nesse sentido, as alteragdes histologicas aparecem a médio prazo a estressores
subletais proporcionando um método rapido para detectar efeitos de irritantes em varios

tecidos e 6rgdos (BERNET et al., 1999).

Em se tratando de ambientes aqudticos, onde os poluentes ocorrem em
concentragdes subletais e/ou cronicas, € mais frequente observar mudangas nas estruturas
e funcdo dos organismos que eventos de mortalidade em massa (FLORES-LOPES;
MALABARBA, 2007). Desta forma, os estudos histolégicos auxiliam nas informagdes
sobre 0s mecanismos de acdo dos agentes toxicos em 6rgaos alvos de peixes, tais como,

branquias e figado.

As branquias desempenham papel essencial no processo de trocas gasosas e na
manutengao do equilibrio i6nico e osmdtico (SAKURAGUI; SANCHES; FERNANDES,
2003; LUPI et al., 2007). Entretanto, devido seu contato permanente com a 4gua e extensa
area superficial que ocupam, as branquias funcionam como 6rgdos de exposi¢do a
diferentes poluentes difundidos nos ecossistemas aquaticos (ABDEL-MONEIM; AL-
KAHTANI; ELMENSHAWY, 2012). Logo, acabam sendo o primeiro 6rgao a reagir as
condicoes desfavoraveis (GARCIA-SANTOS et al., 2007).

Por outro lado, os poluentes podem ser transferidos para o sangue e serem
transportados para o figado (CARVALHO et al., 2012). Esse 6rgao esta relacionado com
os processos de desintoxicacdo de substincias xenobidticas, sendo considerado o 6rgdo
alvo de varios compostos toxicos (GHISI et al., 2017). Dessa maneira, o tecido hepatico
€ o local onde a maioria dos poluentes se acumula, sendo assim, mais provavel que

ocorram danos a longo prazo (BATISTA et al., 2014).

Por serem Orgdos alvo frequentemente utilizados em estudos de
biomonitoramento, optou-se por utilizar brinquias e figado de S. herzbergii nesta
pesquisa, uma vez que as alteragdes histolégicas sdo facilmente identificadas e,
principalmente, pela auséncia de estudos desse cunho na regido do Terminal de Pesca

Industrial de Porto Grande.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Area de estudo

A Baia de Sdo Marcos estd localizada no interior do Golfio Maranhense a
sudoeste de Sdo Luis na costa ocidental do Maranhdo e é considerada uma regido
estuarina produtiva (MILEN, 2006). Destaca-se a relevincia econdmica para o litoral
brasileiro, uma vez que nela se encontra instalado o Complexo Portuério do estado do
Maranhdao, no qual atuam aproximadamente 30 empresas responsdveis pela

movimentacdo de cargas em nivel nacional e mundial (ANTAQ, 2018).

O Complexo Portudrio e Industrial de Sdo Luis apresenta como principais portos
comerciais o Porto de Itaqui, sob gestio da Empresa Maranhense de Administracao
Portuaria/EMAP, e o Terminal Maritimo de Ponta da Madeira, terminal privativo
pertencente a VALE (ICMBIO, 2018). Além desses principais portos existem outras
instalagdes portudrias vinculadas ao transporte de veiculos e passageiros e a atividade

pesqueira, tal como, o Terminal de Pesca Industrial de Porto Grande (EMAP, 2018).

O Terminal de Pesca Industrial de Porto Grande foi construido pelo governo do
estado do Maranhdo, com a finalidade de atender a demanda do setor pesqueiro,
entretanto, devido ao mau gerenciamento, esse terminal foi desativado (ICMBIO, 2018).
Ele esta inserido ao sul do Porto de Itaqui, no qual possui uma localizacao privilegiada e
com grande potencial para o desenvolvimento econdmico do Maranhdo. Por essa razao,
pode ser utilizado como um terminal de apoio nas operagdes do Itaqui, de forma a

complementar e dar suporte as embarcagdes de pequeno porte (EMAP, 2018).

E importante ressaltar que a atividade portuaria na Baia de Sdo Marcos pode
causar grandes impactos para o ambiente, visto que os navios graneleiros que atracam nos
portos comerciais transportam diversos produtos, como, minério de ferro, combustiveis,
soda cdustica, bauxita e outros granéis (CARVALHO-NETA; TORRES; ABREU-
SILVA, 2012). Desse modo, essas substincias podem comprometer a sanidade dos
organismos aquaticos, em especial os peixes, que quando capturados proximo aos locais

contaminados, traz risco a saide publica.

Nesse contexto, os aspectos mencionados permitem considerar a regido do
Terminal de Pesca Industrial de Porto Grande como uma area potencialmente

contaminada, haja vista que estd sob influéncia do Complexo Portuario de Sdo Luis,
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inserindo-se nas proximidades do Porto de Itaqui. Dessa maneira, essa area sera

denominada neste estudo de regido portuaria.

A érea selecionada como referéncia foi a Ilha dos Caranguejos localizada a oeste
da Baia de Sdo Marcos a cerca de 30km da cidade de Sao Luis, Maranhdo, sendo
considerada a segunda maior ilha do Estado (MARANHAO, 2018). Esse ambiente
desabitado encontra-se sob influéncia do Rio Mearim, e ¢ classificado como uma regiao
de médio estuario (BRASIL, 2008). E uma érea legalmente protegida por legislagio
estadual, visto que em associa¢do com 22 municipios da Baixada Maranhense, a [lha dos
Caranguejos, situada no municipio de Cajapid, faz parte de uma Unidade de Conservacao
de Uso Sustentivel, a Area de Protecio Ambiental da Baixada Maranhense

(CARVALHO-NETA; CASTRO, 2008).

A Tlha dos Caranguejos ndo recebe interferéncias humanas diretas, sendo uma
regido dominada por extensos manguezais que abriga uma diversidade de organismos
aquaticos que utilizam esse ambiente para se alimentar e reproduzir durante seu ciclo de
vida. Por esse motivo, essa area tem sido bastante utilizada por pescadores artesanais das

cidades de Sdo Luis e Cajapié (CARVALHO NETA; ABREU-SILVA, 2013) (Fig.2).
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Figura 2. Areas de coleta na Bafa de Sdo Marcos, Maranhdo. A) Terminal de Pesca
Industrial de Porto Grande; B) Ilha dos Caranguejos.
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Fonte: Adaptado pela autora a partir de imagens do Google Earth e imagens de campo, 2018.

4.2 Amostragem

O protocolo de coleta em campo e procedimentos laboratoriais deste estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica institucional da Universidade Estadual do Maranhio
(01/2018) e cumpriu com as diretrizes do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal/
Sociedade Brasileira da Ciéncia em Animais de Laboratério - SBCAL/COBEA
(SBCAL/COBEA, http://www.sbcal.org.br). A licenga ambiental foi obtida junto ao

orgdo gestor da Unidade de Conservacdo, Secretaria Estadual de Meio Ambiente e
Recursos Naturais — SEMA (015/2019). Dessa maneira, as coletas de exemplares de

Sciades herzbergii foram realizadas em dois periodos sazonais dos anos de 2018 e 2019,


http://www.sbcal.org.br/
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compreendendo os seguintes meses: mar¢o, considerado um dos meses da estacdo
chuvosa, e julho, inicio da estiagem. Em cada drea (regido portudria e area de referéncia)
foram amostrados 10 espécimes por coleta. No total foram coletados 80 organismos,

sendo 38 fémeas e 42 machos.

Os peixes foram capturados com a ajuda de pescadores artesanais, em que
utilizaram como principais apetrechos de pesca a rede de espera, espinhéis e armadilhas
fixas (Fig.3).

Figura 3. Pescadores artesanais na embarcacao utilizada para a captura dos peixes; B)
Sciades herzbergii capturados nas dreas de estudo.

Em campo, para cada espécime de S. herzbergii, registrou-se os dados
morfométricos com o auxilio de ictiometro e balanca digital. Tais dados consistiram em:
comprimento total (CT), comprimento padrdo (CP), comprimento furcal (CF) em cm,
além do peso total (PT) em g. Depois de medidos e pesados, os peixes foram eutanasiados
por seccdo cervical e abertos através de incisdo vertical para observacdo e classificagdo
macroscOpica das godnadas, diferenciando-os em machos e fémeas. Para tanto,
considerou-se as seguintes fases de desenvolvimento gonadal dada por Brown-Peterson
et al. (2011): Fase I (imatura), Fase II (desenvolvimento), Fase III (desova) Fase IV

(regressdo) e a Fase V (regeneracao).

ApOs essas etapas o figado de cada exemplar foi removido com auxilio de pingas
e tesouras esterilizadas. Em seguida, uma parte desse 6rgao foi imediatamente colocado
em tubos de Eppendorf e congelado em nitrogénio liquido a -80°C. Essas amostras
ficaram congeladas até o momento das andlises enzimadticas. A outra parte foi fixada em
solu¢do de formalina a 10% durante 24 horas, assim como os arcos branquiais do lado

direito de cada organismo, que foram utilizados para o processamento histolégico usual.
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Posteriormente, os materiais bioldgicos foram transportados ao Laboratério de

Biomarcadores em Organismos Aquéticos da Universidade Estadual do Maranh3o.

Paralelo a captura dos peixes, em cada local de amostragem, os pontos foram
georreferenciados por GPS (Global Position System) e os dados in situ de temperatura,
salinidade, pH e oxigénio dissolvido foram obtidos com auxilio do monitor

multipardmetro (SX751 — SANXIN).
4.3 Analises histologicas

Para as andlises histolégicas, o figado e as branquias de cada exemplar de S.
herzbergii foi retirado do formol apds sua fixacdo durante 24 horas. Posteriormente, o
segundo arco branquial direito foi descalcificado em 4cido nitrico a 10% por 6 horas. Em
seguida, as amostras hepdticas e branquiais foram desidratadas em séries crescentes de
dlcoois, diafanizado em xilol, impregnado e incluido em parafina. Depois foram
realizados cortes transversais do material em micrétomo rotativo com navalhas de ago,
na espessura de 5 um. Apds esse processo, os cortes foram dispostos em laminas de vidro
para microscopia Optica e deixados na estufa a 40°C durante 24 horas. Essa etapa é
fundamental para que ocorra a secagem e fixagdo do material, e por fim liberados para
coloragdo. Esse procedimento consistiu na coloracdo diferencial entre nicleo e
citoplasma através dos corantes Hematoxilina e Eosina (HE) (CAPUTO; GITIRANA;
MANSQO, 2010). Foram analisados quatro cortes para cada 6rgdo de cada animal. A
leitura das laminas foi realizada em microscépio 6ptico utilizando-se as objetivas de 10x,
20x e 40x e as lesdes identificadas foram fotomicrografadas em fotomicroscopio

AXIOSKOP - ZEIS.

Para a obtencdo dos indices histologicos de branquias e figado, as alteracoes
encontradas foram avaliadas semi-quantitativa de acordo com o sistema de pontuagdo de
Bernet et al. (1999). Dessa forma, cada alteracdo histolégica foi classificada em um dos
quatro padrdes de reacdo: disturbio circulatério (Rpi) que correspondem a condicdes
patoldgicas no fluxo sanguineo e tecidual; mudangas regressivas (Rp2) que s@o processos
que causam diminuic¢do funcional ou perda de um 6rgdo; mudancas progressivas (Rps3)
correspondem a processos que levam ao aumento da atividade celular ou tecidual; e
resposta inflamatdéria (Rps) que sdo processos inflamatdrios associados a outros padroes

de reacdo. Cada alterac@o observada recebeu um fator de importancia, que € o potencial
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da alteracdo para afetar a sanidade dos peixes. Esse fator de importancia (W) variade 1 a
3, em que 1 é uma alteracdo reversivel; 2 a alteracdo € reversivel se o estressor €
neutralizado; e 3 alteracdo irreversivel. Além disso, € atribuido um valor que corresponde
a extensdo de cada les@o ao longo do tecido, onde 0 (ndo observado); 2 (ocorréncia leve);
4 (ocorréncia moderada) e 6 (ocorréncia grave). Sendo assim, o fator de importancia e o
valor de extensdo da lesdao foram multiplicados para gerar um indice que corresponde a
uma alteracdo especifica num determinado 6rgdo. Em seguida, os indices para cada
alteracdo dentro de um padrao de reacdo foram somados para dar um indice por padrao

de reacdo (IH org. rp).

1. Indice por padrio de reacio (I org. rp)
I org. rp = X, alt (“org. rp. alt x ¥ org. rp. alt)
Onde: org. = 6rgdo; rp. = padrdo de reacdo; alt. = alteracdo; a = valor de

extensdo; w = fator de importancia.

Os indices para cada padrao de reacdo de um 6rgao foram somados para fornecer
um indice geral do 6rgdo (IH branquias = ndice histolégico das branquias; IH figaqo = indice
histol6gico de figado). Para determinar o estado geral da sanidade dos peixes com base
nas lesdes histoldgicas, um indice histolégico total (IH 1) foi calculado pelo somatério
de indices branquiais e hepdaticos de cada organismo. Sendo assim, quanto maiores os
valores dos indices, mais severamente os 6rgdos foram afetados. A Tabela 1 lista os

padrdes de reagdo e suas alteracdes especificas para branquias e figado.

Tabela 1. Alteragdes histolégicas com seus respectivos fatores importancia de branquias
e figado para cada padrio de reacdo (BERNET et al., 1999).

Padrao de reacao Orgio/alteracio histolégica W
Branquias

1. Distidrbios circulatérios Hemorragia 1
Congestdo vascular 1
Aneurisma 1
Figado
Hemorragia 1
Congestdo vascular 1
Dilatagéo dos sinuséides 1

2. Mudancas regressivas Branquias
Levantamento epitelial 1
Fusdo lamelar 1

Desorganizagdo lamelar 1



37

Encurtamento lamelar 1

Necrose 3

Figado

Degeneracdo vacuolar 1

Desorientacdo do tecido 1

Microesteatose 1

Necrose 3
3. Mudancas progressivas Branquias

Hiperplasia 2

Figado

Hiperplasia 2

Hipertrofia 1

Macroesteatose 2
4. Resposta inflamatéria Figado

Melanomacréfagos isolados 1

Centros de melanomacréfagos 2

W = fator de importancia; 1 (alteracio reversivel); 2 (alteracdo moderada); 3 (alteragdo irreversivel).

A prevaléncia de cada alteracao foi calculada como uma ocorréncia percentual
de uma altera¢do em todos os peixes amostrados das duas dreas de estudo, segundo Bernet
et al. (1999): prevaléncia de alteracdo histoldgica = n° peixes com a alteragdo/ n° total de
peixes de uma amostra, multiplicado por 100. Associado aos indices histologicos
calculados, a prevaléncia de cada alteracdo permite uma estimativa da ocorréncia de

lesdes em um determinado estoque ou populacdo.
4.4 Analises bioquimicas
4.4.1 Extragao de tecidos

As amostras de figado dos peixes foram pesadas (1g), homogeneizadas em uma
solugdo tampao fria contendo Tris-HCI 50mM, KC1 0,15M, pH 7.4 na propor¢ao de 1:4.
Posteriormente, os homogeneizados foram centrifugados a 9000 x g durante 30min a 4°C
para separar os restos celulares. Em seguida, retirou-se 1000ul do sobrenadante, no qual
foi dividido em aliquotas e armazenados em nitrogénio liquido a -80°C. Esse material foi
utilizado para a andlise das atividades enzimadticas: catalase (CAT) e glutationa- S-
Transferase (GST). O restante do sobrenadante foi centrifugado a 37 000 x g durante
60min a 4°C, de modo a obter a frag@o citosolica para a determinagdo de proteinas totais.

(Fig. 4).
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Figura 4. Procedimentos realizados em laboratdrio para a andlise bioquimica. A) pesagem
do figado de cada exemplar de S. herzbergii; B) homogeneizacdo do material biolégico;
C) leitura em espectrofotdometro.

4.4.2 Ensaios bioquimicos

Todos os ensaios bioquimicos foram medidos por espectrofometria. Desse
modo, a atividade da catalase (CAT) foi quantificada a 240nm pela taxa de decomposi¢cao
do peréxido de hidrogénio (H>O»), conforme o método de Beutler (1975). O método é
baseado na degradacdo de H»O;pela acdo da CAT contida nas amostras
examinadas. Uma unidade de atividade enzimadtica é definida como a quantidade de
enzima que diminui a concentracdo de H>O2 em 50% em 100s a 25°C. A atividade da

CAT ¢ expressa como U/mg de proteina.

A atividade da glutationa-S-transferase (GST) foi determinada pelo aumento da
absorbancia a 340nm, de acordo com o método de Keen, Habig e Jakoby (1976) e
modificado por Camargo e Martinez (2006) Camargo e Martinez (2006), utilizando-se
glutationa reduzida (GSH) e 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) como substratos, em
tampao fosfato de potassio (0,1M), pH 7,0. Esse método é baseado na reacdo de CDNB
ao grupo -SH de GSH catalisado pela GST contida nas amostras. O ensaio foi conduzido
monitorizando a aparéncia do complexo conjugado de CDNB e glutationa a 340 nm. A
atividade de GST € expressa como pumol / min / mg de proteina. A dosagem de proteinas

foi quantificada em um espectrofotdmetro a 540 ym.
4.5 Tratamento estatistico

Os dados obtidos (parametros abidticos, morfometria, histologicos e
enzimdticos) foram submetidos ao teste de normalidade através do teste de Kolmogorov-

Smirnov (p< 0,05). Posteriormente, foi aplicado o teste ¢ de Student, com o uso do
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software Statistica 7.0 (Statsoft Inc., 2005, Tulsa, OK, EUA), para determinar diferencas

significativas entre os grupos (4rea portudria e drea de referéncia) e apenas p<0,05 foi

considerado significante.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos nesta pesquisa sdo apresentados em forma de dois artigos,

sendo que:

a)

b)

Capitulo I — corresponde a um artigo que foi submetido e aceito pelo periédico
Arquivo Brasileiro de Medicina Veterindaria e Zootecnia, destacando-se o0s
biomarcadores histolégicos na espécie de peixe Sciades herzbergii capturada na
Baia de Sao Marcos, Brasil, em dois periodos sazonais (chuvoso e estiagem) de
2018;

Capitulo II - resultados referentes as andlises bioquimicas dos meses de marco e
julho referente aos anos de 2018 e 2019, assim como os dados histolgicos de
2019 que serd submetido ao periddico Environmental Science and Pollution

Research.
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5.1 Biomarcadores histologicos em Sciades herzbergii (Pisces, Ariidae) para

avaliacido de impactos em ambientes estuarinos da Baia de Sao Marcos, Maranhao

[Biomarkers histological in Sciades herzbergii (Pisces, Ariidae) for impact assessment

in estuarine environments of Sdo Marcos Bay, Maranhdo]
S.H.C.Soares'*; D.B.P.Sousa’; W.S.Batista!; R.N.F.Carvalho-Neta'

'Programa de P6s-Graduacdo em Recursos Aquaticos e Pesca, Universidade Estadual
do Maranhdo, Campus Paulo VI, Tirirical, Sdo Luis, Maranhdo e-mail:

sameasoares12 @gmail.com™

*Programa de Pés-Graduacgdo em Biodiversidade e Biotecnologia da Amazdnia Legal -
Rede BIONORTE, Universidade Estadual do Maranhao, Campus Paulo VI, Tirirical,

Sao Luis, Maranhao
Resumo

Neste estudo objetivou-se avaliar o impacto ambiental em dreas estuarinas da Baia de Sdo
Marcos, Maranhao, utilizando alteracdes histolégicas nas branquias e figado de Sciades
herzbergii como biomarcadores de contaminacdo aquética. Foram realizadas coletas no
periodo chuvoso (Marco de 2018) e de estiagem (Julho de 2018), em que foram
capturados 40 exemplares de S. herzbergii em duas regides distintas da Bafa de Sao
Marcos: Al) Ilha dos Caranguejos (4rea referéncia); A2) Terminal de Pesca Industrial de
Porto Grande (drea potencialmente contaminada). As estacdes foram georreferenciadas
por GPS e em cada local de captura dos peixes registraram-se as seguintes varidveis
abidticas: temperatura, salinidade, pH e oxigénio dissolvido. Em campo, os organismos
foram pesados e medidos e as branquias e figados foram retirados e fixados.
Posteriormente, foram mantidas em alcool a 70% até o procedimento histologico padrao.
Resultados indicam que as duas dreas sdo semelhantes em termos de caracteristicas fisico-
quimicas da dgua e do sedimento. Todavia, a andlise semi-quantitativa das alteracOes
histologicas observadas revelou que as branquias foi o 6rgao mais afetado nos peixes de
A2, indicando que os peixes desse local apresentam danos teciduais maiores resultantes

de estresse acentuado por impactos antropicos.

Palavras-chave: alteracdes histoldgicas, branquias, estudrio, figado, peixe.

*Este artigo foi submetido e aceito pelo periédico Revista Brasileira de Medicina Veterinaria
e Zootecnia. Revista classificada com qualis B2 na area de avaliacdo em Zootecnia/Recursos
Pesqueiros.
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Abstract

This study aimed to evaluate the environmental impact in estuarine areas of Sdo Marcos
Bay, Maranhdo, using histological changes in the gills and liver of Sciades herzbergii as
biomarkers of aquatic contamination. Samples were collected during the rainy season
(March 2018) and dry (July 2018), in which 40 specimens of S. herzbergii were captured
in two distinct regions of the Sdo Marcos Bay: Al) Crab Island (reference area); A2)
Porto Grande Industrial Fishing Terminal (potentially contaminated area). The stations
were georeferenced by GPS and at each fish capture site the following abiotic variables
were recorded: temperature, salinity, pH and dissolved oxygen. In the field, the organisms
were weighed and measured and the gills and livers removed and fixed. Afterwards, they
were kept in 70% alcohol until the standard histological procedure. Results indicate that
the two areas are similar in terms of physicochemical characteristics of water and
sediment. However, the semi-quantitative analysis of the observed histological alterations
revealed that the gills were the most affected organ in A2 fish, indicating that the fish of
this site have greater tissue damage resulting from stress accentuated by anthropic

impacts.

Keywords: histological changes, gills, estuary, liver, fish.

Introducao

Os estudrios sdo ecossistemas de elevada importancia ecoldgica e
socioecondmica, uma vez que sdo utilizados como vias de acesso para o interior do
continente (Pereira Filho et al., 2003). No entanto, devido sua proximidade com a costa,
esses ambientes estdo submetidos a riscos de polui¢do em um ritmo preocupante
decorrente da emissdo de vdrios estressores antropogénicos liberados por fontes
industriais e domésticas (Stentiford et al., 2012). Portanto, € necessario o monitoramento
continuo para avaliar a situacdo de contaminac¢ao nessas regides costeiras, em especial a
saude dos peixes que integram todo o histérico de polui¢do do ambiente aquético

(Pinheiro Sousa et al., 2019).

Nesse contexto, o biomonitoramento torna-se um dos principais meios para
investigar os processos resultantes das interacdes entre as misturas de substancias toxicas

e a biota, que atuam sinergicamente e antagonicamente no compartimento hidrico



42

(Prabhakaran et al., 2017). Para tanto, essa abordagem cientifica utiliza os biomonitores,
compreendidos como os organismos aquaticos amostrados cuja andlise de suas respostas
bioldgicas ou biomarcadores indica graus de mudangas nos diferentes niveis da
organizacdo biolégica (Rainbow, 1995). Os biomarcadores histoldgicos tém sido
propostos como uma excelente metodologia de monitoramento para avaliar a sanidade
dos organismos aquaticos, visto que as alteragdes histolégicas aparecem a médio prazo a
estressores subletais; essa abordagem proporciona um método rapido para detectar efeitos
de irritantes em varios tecidos e 6rgaos (Bernet et al., 1999), especialmente em espécies
aquadticas nativas de ambientes tropicais (Carvalho Neta er al., 2019; Pinheiro Sousa et

al., 2019).

No Brasil, varios estudos demostraram a utilidade de metodologias que utilizam
biomarcadores histoldgicos com o intuito de avaliar efeitos biol6gicos de contaminantes
em espécies capturadas em dguas costeiras (Sousa et al., 2013; Sardi et al., 2016). Nas
regidoes Norte e Nordeste, pesquisas dessa abrangéncia sdo crescentes, principalmente em
areas proximas a instalagdes portudrias (Carvalho-Neta et al., 2012; Castro et al., 2018;
Castro et al., 2019). Além disso, frequentemente, tem-se observado que os peixes sao
selecionados como importantes modelos bioldgicos, com a finalidade de investigar as
respostas bioldgicas desses organismos resultantes das interacdes com os xenobidticos.
No Maranhdo, a espécie de bagre estuarino Sciades herzbergii é recurso pesqueiro
abundante e de relevancia comercial na pesca artesanal do Estado, sendo, normalmente,
capturado em uma extensa Baia, localizada no Golfao Maranhense, denominada de Baia
de Sdo Marcos, onde estdo inseridas dreas protegidas por lei, mas também portos de alta
complexidade, historicamente impactados por metais pesados e hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (Carvalho-Neta et al., 2012; Fortes Carvalho Neta et al., 2016;
Fortes Carvalho Neta et al., 2019). Esses estudos devem ser continuos e envolver outras
areas de amostragem dos peixes, a fim de verificar a extensdo dos impactos causados
pelos empreendimentos portudrios da regido, subsidiando acOes de gestdo ambiental.
Assim, no presente trabalho, objetivou-se avaliar o impacto ambiental em areas da Baia
de Sdo Marcos utilizando alteracOes histologicas nas branquias e figado de Sciades

herzbergii como biomarcadores de contaminagdo aquética.

Materiais e Métodos
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O protocolo de coleta em campo e procedimentos laboratoriais deste estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica institucional da Universidade Estadual do Maranhio
(01/2018) e cumpriu com as diretrizes do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal/
Sociedade Brasileira da Ciéncia em Animais de Laboratério - SBCAL/COBEA
(SBCAL/COBEA, http://www.sbcal.org.br). A licenca ambiental foi obtida junto ao

orgao gestor da Unidade de Conservacdo, Secretaria Estadual de Meio Ambiente e
Recursos Naturais — SEMA (015/2019). Foram capturados 40 espécimes de Sciades
herzbergii em duas dreas distintas da Baia de Sdo Marcos, Maranhao (Fig.1) no periodo
de marco e julho de 2018. A Ilha dos Caranguejos (Al =2°50°261" S/44°30°614” O), foi
utilizada como drea de referéncia por ser um local desabitado que ndo apresenta
instalacdes urbanas e industriais, e estd inserida em uma Unidade de Conservagdo de Uso
Sustentdvel denominada de Area de Protecio Ambiental da Baixada Maranhense (APA).
A regido de influéncia do Complexo Portuério de Sao Luis, Maranhdo, conhecida como
Terminal de Pesca Industrial de Porto Grande (A2 = 2°45°775” S/44°21°285” O) foi
considerada uma area potencialmente contaminada, por estar localizada préximo ao Porto
do Itaqui, onde este apresenta um grande fluxo de embarcacdes e desembarques que

atendem as cargas gerais e derivados de petréleo do Estado.
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Figura 1. Regido de coleta dos espécimes de Sciades herzbergii na Baia de Sdo Marcos,
Maranhdo, Brasil. Ilha dos Caranguejos (Al - drea de referéncia). Terminal de Pesca Industrial
de Porto Grande (A2 - drea potencialmente contaminada).

Nos locais de coleta foram aferidos os dados de salinidade, temperatura, pH e
oxigénio dissolvido com auxilio de equipamento multiparametro (SX751 — SANXIN).
Dos exemplares de S. herzbergii amostrados foram registrados os dados morfométricos
de comprimento total (CT), comprimento padrdo (CP), comprimento furcal (CF) em
centimetro e peso total (PT) em grama. Depois de medidos e pesados, os peixes foram
eutanasiados por seccao da medula espinhal, conforme anexo 1 da Resolucao do Conselho
Federal de Medicina Veterinaria N° 1000/2012 (CFMV, 2012). Posteriormente, 0s
exemplares foram abertos através de incisdo vertical para observacdo e classificacdo
macroscépica das gonadas. A identificacdo de machos e fémeas foi feita de acordo com
Brown-Peterson et al. (2011). Posteriormente, foram retiradas as branquias e o figado de
cada peixe, as quais foram fixadas em solucdo de formalina a 10% durante 24 horas e
mantidas em dlcool 70%. O segundo arco branquial direito foi descalcificado em 4cido
nitrico a 10% por seis horas. Em seguida, foi realizado o processamento histolégico
padrao que consistiu na desidratacdo crescente em dlcoois, diafanizagdo em xilol,
impregnacdo e inclusdo em parafina (Caputo et al., 2010). Para o procedimento
histol6gico Cortes transversais de aproximadamente 5 um de espessura foram corados
com Hematoxilina e Eosina (HE). A leitura das laminas foi realizada em microscépio
optico utilizando as objetivas de 10x, 20x e 40x e as lesdes identificadas foram

fotomicrografadas em fotomicroscépio AXIOSKOP — ZEIS.

As alteracdes histologicas branquiais e hepdticas foram avaliadas de forma
semi-quantitativa de acordo com o sistema de pontuagdo de Bernet et al. (1999). Cada
alteracdo histolégica foi classificada em um dos quatro padrdes de reacdo: distirbio
circulatério (Rp1) que correspondem a condigdes patolégicas no fluxo sanguineo e
tecidual; mudancas regressivas (Rp2) que sdo processos que causam diminui¢@o funcional
ou perda de um 6rgao; mudangas progressivas (Rp3) correspondem a processos que levam
ao aumento da atividade celular ou tecidual; e resposta inflamatéria (Rps) que sdo
processos inflamatdrios associados a outros padrdes de reagcdo. No final, foram gerados
indices para cada padrao de reacdo de um 6rgao (IH ore. rp), NOs quais foram utilizados
para fornecer um indice geral do 6rgdo (IH branquias = indice histologico das branquias; IH

fieado = indice histolégico de figado). E por udltimo, para determinar o estado geral da
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sanidade dos peixes com base nas lesdes histolégicas, um indice histolégico total (IH otar)
foi calculado pelo somatério de indices branquiais e hepaticos de cada organismo. Logo,

quanto maiores os valores dos indices, mais severamente os 6rgaos foram afetados.

Os dados obtidos (parametros abidticos, morfometria, histolégicos) foram
submetidos ao teste de normalidade através do teste de Kolmogorov- Smirnov (p< 0,05).
Posteriormente, foi aplicado o teste ¢ de Student, com o uso do software Statistica 7.0
(Statsoft Inc., 2005, Tulsa, OK, EUA), para determinar diferencgas significativas entre os

grupos (drea de referéncia e drea portudria) e apenas p<0,05 foi considerado significante.
Resultados e Discussao

Os indices histolégicos das branquias variaram entre as dreas de coleta (Tab.1).
Os valores de IH branquais. Rp2 foram maiores na Regido Portudria, da mesma forma que IH
branquais. Rp3. Essas médias apresentaram diferencas significativas entre os locais de
amostragem, com p = 0,015 e p = 0,019, respectivamente. Porém, essa diferenca nao foi
observada entre os periodos sazonais. Em relacdo ao padrao de reacdo que inclui as

respostas inflamatodrias (Rp4), ndo foram encontradas altera¢des branquiais.

As alteracdes histolégicas dos padrdes regressivos e progressivos contribuiram
com os maiores valores da média do IH branquias, OU indice do 6rgdo, da Regido Portudria
(p =0,04), evidenciando, portanto, que os peixes desse local experimentam danos maiores
decorrente de um elevado estresse. Resultados similares foram encontrados por
Rautenberg et al. (2014), ao estudar biomarcadores histologicos em Gambusia affinis
coletados em diferentes pontos na bacia do rio Suquia, Argentina. Os autores verificaram
que os danos histologicos nessa espécie tiveram relacdo com os efeitos combinados de
vdarios contaminantes na dgua do rio, em especial, os metais pesados, e que as branquias
dos individuos capturados nos locais de amostragem, inclusive a drea considerada como

referéncia, apresentaram alteragdes histolégicas.

Entre os indices histologicos hepaticos calculados para os peixes capturados na
Bafa de Sao Marcos, somente 0 IH figado. rp1 fO1 significativamente diferente entre os
periodos de coleta, apresentando os maiores valores na estacdo chuvosa (p = 0,02).
Segundo Qualhato et al. (2018), as alteracOes circulatdrias sdo respostas das células
sanguineas a agentes toxicos e normalmente estao associadas as respostas inflamatorias.

Esses autores detectaram diversas lesdes do padriao Rpi e Rps no figado da espécie
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Poecilia reticulata submetidas em teste de toxicidade aguda, em que foi exposta a

nanoparticulas de 6xido de ferro.

Lesoes hepaticas caracteristicas do padrao de reacdo de mudangas progressivas
(Rp3) ndo foram detectadas. As maiores médias dos padrdes de reacdo de alteracdes
hepéticas compreenderam as do tipo mudangas regressivas, sugerindo que essas lesdes
correspondem a processos que causam a perda funcional do 6rgdo. No entanto, ndo houve
diferenca significativa entre essas alteragdes para ambas as dreas de coleta. Do mesmo,
ocorreu para o padrdo Rps. Sendo assim, esses resultados influenciaram no valor do indice
do 6rgao (IH figdo), em que ndo houve diferenca estatistica entre as médias das regides de
estudo. Por dltimo, o indice histolégico total (IH (1) mostrou valores significativamente
maiores na regido portudria, apresentando um padrdo de variacdo semelhante ao TH
branquias, O que confirma que o os peixes amostrados nessa regido sofrem um tipo de

estresse mais grave (Tab.1).

Tabela 1. Indices histolégicos branquiais e hepéticos de Sciades herzbergii coletados em regides
estuarinas (Al e A2) da Baia de Sdo Marcos, Maranhio.

Indices histolégicos Locais de amostragem
Al A2
Chuvoso Estiagem Chuvoso Estiagem
IH branquias/ Rp.1 2,33 +0,81 2,28 +0,75 2,36 £0,8 2,8 £1,09
TH branquias/ Rp2 4,33 +£3,44° 6+3,16° 8,8+228° 8,8+3,03°
TH branquiasy Rp3 5,6 £4,56° 8+3,26° 10,4 £3,57° 9,6 £3,57°
TH branquias/ Rp4 NE NE NE NE
IH figado/ RP.1 2+0°¢ 2+0 2.36+0,8¢ 2+0
IH figados Rp.2 2,5+1 3+£1,15 3,16 £0,98 4+0
IH figado/Rp.3 NE NE NE NE
IH figados Rp.4 2,85 £ 1,06 3+1,41 2,57 £0,97 2,85 +£1,06
TH branquias 22,6 +7,57 * 26+8,71° 40,6 £1331°  353+18,58°
IH figado 18 £7,21 11,33 £5,03 21 +£4,35 17,33 £2,3
TH (ota 244 +£8,76° 22,4+10,71° 37+3,16° 31,6 £9,42°

Valores expressos como média + desvio padrdo. Al (drea referéncia); A2 (drea potencialmente impactada);
IH: indice histolégico; Rpl: padrio de reacdo 1 (distirbios circulatérios); Rp2: padrdo de reacdo 2
(mudancgas regressivas); Rp3: padrdo de reagdo 3 (mudangas progressivas); Rp4: padrdo de reacdo 4
(respostas inflamatorias); NE: ndo encontrado. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05)
entre os locais de amostragem (“a”/”’¢”) e periodos sazonais (“c”/”d”).

Apesar de ndo poder relacionar as alteragdes histoldgicas encontradas nesta
pesquisa a presenca de contaminantes especificos, verifica-se que as respostas biologicas

da espécie S. herzbergii reflete diferentes niveis de estresse em regides distintas da Baia
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de Sao Marcos (Fig.2 e 3). As alteracdes identificadas diferenciaram claramente os dois
ambientes analisados, sendo que os peixes da regido portudria apresentaram um padrao
de sanidade comprometido. A Ilha dos Caranguejos permanece sendo uma drea de
referéncia mediante a justificativa de ndo apresentar instalagoes urbanas e industriais nas
suas proximidades. Entretanto, os resultados obtidos nesta pesquisa apontam que esse
local ndo se encontra isento de impactos, que podem ter influ€ncia antrépica, porém em

menor escala.

Figura 2. Fotomicrografias do segundo arco branquial direito de S. herzbergii. A) Filamento
branquial (ponta de seta) e lamelas secunddrias (seta) normais, B) Hemorragia (ponta de seta) e
congestdo vascular (seta); C) Levantamento epitelial (seta); D) Fusdo lamelar. Escala= 50um.
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Figura 3. Fotomicrografias da regido intermediaria do figado de S. herzbergii. A) Hepatdcitos
normais (seta); B) Dilatacdo dos sinusdides (seta); C) Congestdo vascular (seta); D)
Melanamacroéfagos (seta). Escala= 50um.

As branquias dos peixes estdo em contato direto com a dgua, desempenhando
papéis importantes nos processos de respiracdo e manutencdo do equilibrio idnico e
osmoético (Saleh e Marie, 2016). Esse contato constante com o meio circundante tornam
as branquias o primeiro alvo de poluentes presentes no compartimento hidrico (Abdel-
Moneim et al., 2012). Logo, as mudangas histologicas nesse 6rgdo estdo entre as

principais respostas reconhecidas aos estressores ambientais.

Por outro lado, o figado desempenha importantes funcdes vitais, tais como a
degradacdo metabdlica de xenobidticos, 0 que por sua vez o torna frequentemente
suscetivel a danos decorrentes de compostos toxicos (Kostic et al., 2017). Sendo assim,
observou-se que tanto branquias como o figado apresentaram diferentes respostas ao
estresse ambiental. No entanto, as brinquias, por ser o primeiro 6rgdo que entra em
contato direto com a dgua, demonstrou ser o 6rgdo mais afetado, com maior grau de

alteragdes histoldgicas significativas.

Os dados morfométricos analisados demonstrou que os espécimes machos de S.
herzbergii amostrados na Ilha dos Caranguejos apresentaram peso total superior aos

capturados na Regido Portudria (p=0,004). Esses dados indicam que existe maior
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incremento de massa corporea nos individuos da drea de referéncia, provavelmente, pelas

condi¢cdes mais adequadas de alimentacdo para a espécie na area (Tab.2).

Tabela 2. Dados morfométricos (média + desvio padrido) de Sciades herzbergii coletados em
regides estuarinas da Bafa de Sdo Marcos, Maranhao.

Média + Desvio padrao

Parametros Al A2
Fémeas (n=10) Machos (n=10) Fémeas (n=6) Machos (14)
CT (cm) 34,19 4,11 31,05 £ 6,57 32,68 £4.5 27,49 £5,71
CP (cm) 28,34 +£3,59 26,06 £ 3,11 27,26 + 4,06 23,8 +2,88
CF (cm) 28,91 +£3,74 26,33 £2,99 28,33 £4,13 25,37 £2,69

PT (g) 318,66 + 96,97 261,5 +93,02* 275,33 +108,7 162,07 + 66,31*

Al (4rea referéncia); A2 (4rea potencialmente impactada); CT: comprimento total; CP: comprimento
padrio; CF: comprimento furcal, PT: peso total; *diferencas significativas entre os locais de amostragem
(p<0,05).

Estudos realizados por Carvalho-Neta e Abreu-Silva (2012) na Baia de Sao
Marcos, evidenciaram que as concentragdes de aluminio dissolvido, cddmio total, ferro
dissolvido, manganés, chumbo, merctrio total, benzeno, fendis, tributilestanho e bifenilas
policloradas, presentes nos sedimentos coletados préoximo ao Porto do Itaqui, foram
superiores aos limites aceitdveis pelos padrdes nacionais (Brasil, 2005), confirmando,
portanto, o cardter de contamina¢do quimica dessa regido. Essa mesma situacdo de
contaminacdo por metais pesados e compostos organicos foi registrada em outras
pesquisas realizadas na regido (Fortes Carvalho Neta et al., 2016; Fortes Carvalho Neta
et al., 2019). Nesse contexto, os contaminantes, quando inseridos no ambiente aquatico,
podem apresentar distribuicdes complexas, tais como, coluna d’agua, alimentos e
sedimentos, sendo que a exposicdo dos organismos aos agentes toxicos depende de como
cada espécie se relaciona e coleta amostras de seu meio (Sardi et al., 2016). Como S.
herzbergii € uma espécie de fundo e se alimenta de organismos bentonicos (Ribeiro et al.,
2012), € provéavel que os peixes analisados estivessem submetidos a contaminagdo

advinda destes trés compartimentos: dgua, sedimento e alimentos.

A exposicao dos organismos aquaticos aos contaminantes pode levar a reducao
ou a perda de vdrios sistemas biologicos, seja bioquimico, fisiolgico ou comportamental,
além de demandar energia necessaria para processos de detoxificacdo (Lam, 2009). Dessa
maneira, outros parametros, como por exemplo, o aumento em peso, pode ficar
comprometido e isso parece explicar os valores inferiores da média de peso total dos

peixes machos coletados na regido portudria aqui analisada.
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E importante destacar que os machos da espécie S. herbergii incubam os ovos
fertilizados pelas fémeas na boca, e consequentemente sua alimentacdo é reduzida, visto
que aloca quantidades significativas de energia para a reproducdo (Queiroga et al., 2012).
Assim, durante as coletas foi observada a presenca de ovos na cavidade bucal de alguns
exemplares machos capturados na regido potencialmente contaminada, que fica a uma
certa distancia (10 km) da principal movimentacao industrial do porto publico (Itaqui).
Esses resultados foram diferentes dos encontrados por Carvalho-Neta et al. (2016), que
trabalharam com a mesma espécie em regides mais proximas do porto de Itaqui. Segundo
esses autores, 0 comportamento de incubar os ovos na boca ndo foi registrado nos peixes
capturados proximo a drea portudria, sendo este um indicativo de resposta
comportamental dos organismos referente ao impacto antropogénico. Entretanto, é
necessario enfatizar que determinados fatores ecolégicos, que variam no tempo e espago,
podem interferir nessa configuragdo. Um exemplo disso € a predacdo, seja natural ou
antrépica, a competi¢do por espaco e a variabilidade bioldgica dos individuos, que faz
com que alguns organismos de uma dada populacdo habitem regides mais impactadas, a
fim de obter uma maior aptidao (Ricklefs e Relyea, 2016). No entanto, essa escolha pode
resultar em custos bioldgicos, tal como, a diminuicdo de peso corporal. Logo, a
alimentacdo reduzida por conta da incubacdo dos ovos na boca associado as
concentragdes elevadas de poluentes podem ter influenciado no menor ganho de peso

total dos peixes machos amostrados na drea potencialmente impactada.

A avaliacdo macroscépica das gonadas revelou que 60% dos exemplares
amostrados foram machos e 40% fémeas. Os machos capturados na Regido Portudria
demonstraram diferentes fases de desenvolvimento gonadal e esses achados diferiram dos
registrados por Sousa et al. (2013), que ndo encontraram peixes imaturos para essa mesma
regido. Ja as fémeas de ambos os locais apresentaram a maioria das fases maturacionais
(Tab.3). No geral, houve predominio de espécimes na fase de desenvolvimento (FII) para
as duas regides de coleta. Entretanto, ndo foi observado individuos na fase de

regeneracao.
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Tabela 3. Fases de desenvolvimento gonadal de S. herzbergii coletados em regides da Baia de
Sao Marcos, Maranhio.

Al A2
Fases Fémeas Machos Fémeas Machos
FI 23% 37% 0% 21%
FII 46% 50% 33% 36%
FIII 31% 0% 50% 29%
F1V 0% 13% 17% 14%
FV 0% 0% 0% 0%

F I: imaturo; F II: desenvolvimento; F III: desova; F IV: regressao; FV: regeneracao

Em relacdo as varidveis ambientais, verificou-se que os valores médios de
temperatura, salinidade e pH ndo apresentaram diferenca significativa (p<0,05) entre as
areas estudadas para o periodo chuvoso e de estiagem. Entretanto, houve diferenca nos

valores de O dissolvido entre os periodos sazonais, com p=0,04 (Tab.4).

Tabela 4. Parametros abidticos registrados no periodo chuvoso e de estiagem nas duas regides
estuarinas da Baia de Sao Marcos, Maranhao.

Chuvoso Estiagem
Parametros Al A2 Al A2  Valores Recomendados
Temperatura (°C) 29,5 28,8 29,1 28,7 28-32°Ca
Salinidade 13,3 15,3 16,5 24,6 >30%a
pH 7,46 7,52 7,37 7,78 6,5-8,5a
02 dissolvido (mg/L) 5,3% 4,6% 7,2% 6,7* > 4mg/L a

Al (4rea referéncia); A2 (4rea potencialmente impactada); mg: miligramas; L: litros; * = diferencas
estatistica entre os periodos sazonais (p<0,05); a = valores permitidos pela Resolu¢do Conama n® 357/2005
e n®430/2011, dgua salobra, classe II.

Os dados abidticos encontrados neste estudo estdo de acordo com os valores de
referéncia indicados pela Resolu¢do Conama para dguas salobras (Brasil, 2011) e
considerados normais, conforme outros trabalhos realizados nessa regido (Carvalho-Neta

et al., 2013; Sousa et al., 2013; Castro et al., 2018).

O oxigénio dissolvido foi o tinico parametro analisado que apresentou diferencas
significativas entre os periodos sazonais (p=0,04). Os maiores teores dessa varidvel
ambiental ocorreram no periodo de estiagem, independentemente das dreas de coleta.
Esse elemento € indispensdvel a manutencdo dos processos vitais dos animais e € o mais
importante indicador da qualidade ambiental, visto que o grande aporte de contaminantes
provenientes de efluentes industriais e domésticos causa um acentuado desequilibrio dos
parametros hidroldgicos, principalmente os relacionados com a diminui¢do do oxigénio

dissolvido (Santos et al., 2008). Assim, os menores valores registrados dessa varidvel no
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periodo chuvoso podem indicar o aumento da carga de contaminantes que sdo facilmente

carreados do continente para o ambiente aquatico.
Conclusoes

Os valores dos indices histologicos dos 6rgaos analisados demonstraram diferentes
niveis de estresse dos peixes em pontos distintos da Bafa de Sdo Marcos, Maranhao. Os
exemplares amostrados na regido portudria apresentaram danos teciduais maiores e as
branquias indicaram ser o 6rgdao mais afetado. Apesar de inespecificas, as alteragdes
identificadas mostraram-se relevantes e ratifica as descobertas encontradas para a espécie

estudada no estado do Maranhao, Brasil.
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5.2 Biomarcadores bioquimicos e histolégicos em Sciades herzbergii (Siluriformes,
Ariidae) para o monitoramento de areas estuarinas da Baia de Sao Marcos, Brasil
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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar biomarcadores bioquimicos (glutationa-S-transferase
e catalase) e histolégicos (lesdes branquiais e hepéticas) em S. herzbergii (Siluriformes,
Ariidae) em duas areas estuarinas distintas da Baia de Sdo Marcos, Maranhio, Brasil. Os
peixes foram coletados em dois locais distintos: Al = regido de baixo impacto; e A2 =
drea potencialmente impactada. Foi realizado exame histol6gico nas branquias e figado,
assim com ensaios bioquimicos para investigacdo de alteracOes nas respostas das
atividades enzimdticas (glutationa-S-transferase e catalase) no figado. O indice
histologico dos 6rgaos analisados apresentou médias elevadas e significativas para A2,
assim como a maior quantidade de prevaléncia alteragdes branquiais e hepaticas. Esse
resultado € indicativo de exposi¢do dos Orgdos dos peixes analisados a xenobidticos
presentes na drea potencialmente impactada. A atividade da glutationa-S-transferase nao
exibiu um padrdo capaz de diferenciar as duas areas analisadas. Por outro lado, a atividade
da catalase apresentou resposta mais pronunciada nos peixes amostrados na estagdo seca
(p <0,05), demonstrando ser um biomarcador sensivel tanto a estressores quimicos quanto
a temperatura e salinidade do ambiente aquético. Por outro lado, as investigacOes
histoldgicas demonstram que esses organismos estdo submetidos a uma exposi¢dao

cronica, com alteragdes histolégicas que funcionam como mecanismos de defesa.
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Palavras chave: Complexo portudrio, peixes, respostas bioldgicas

1. Introducao

Os estudrios sdo ambientes costeiros reconhecidos por sua considerdvel
importancia ecoldgica e socioecondmica (Lisboa and Fernandes, 2015). Entretanto, sdo
areas suscetiveis aos impactos antropogénicos, que possuem o potencial de causar efeitos
adversos na biota aqudtica (Gutiérrez et al., 2015). Nesse contexto, o biomonitoramento
torna-se uma técnica cientifica apropriada para investigar os efeitos deletérios da poluicdo
em sistemas biologicos e determinar a condi¢do do ambiente (Ghisi et al., 2017). Essa
técnica consiste no uso sistemdtico de organismos vivos, conhecidos como espécies
biomonitoras (Rainbow; Phillips, 1993; Zhou et al., 2008). Os peixes sdo considerados
bons modelos biol6gicos nos ecossistemas aquaticos, sendo utilizados com frequéncia em
estudos ambientais, pois ocupam diferentes niveis tréficos, bioacumulam substancias
toxicas e registram o estresse ambiental a longo prazo (Whitfield; Elliott, 2002; Vieira et
al., 2014; Calado et al., 2019). Assim, a presenca indicativa e mensurdvel dos danos
causados pelos poluentes em compartimentos biologicos dos peixes € caracterizado como

uma resposta biol6gica ou biomarcador (Rautenberg et al., 2015).

Os biomarcadores oferecem uma medida integrada sobre os efeitos da exposicao
de substincias tdxica sobre os organismos vivos (Orbea et al., 2002). Todavia, a
mensuracdo de apenas um tipo de resposta bioldgica pode ndo ser suficiente para avaliar
esses efeitos deletérios. Desse modo, o uso combinado de biomarcadores tem sido
proposto, principalmente, diante de situacOes de ambientes poluidos cronicamente

(Ameur et al., 2015; Saleh; Marie, 2016; Ballesteros et al., 2017).

Os biomarcadores bioquimicos, como a atividade das enzimas relacionadas aos
processos de biotransformacdo e antioxidantes, respondem a uma ampla gama de
contaminantes e funcionam como alerta precoce para a polui¢do aquatica (Lam, 2009;
Yildirim et al., 2014). Em um nivel de organizacdo biolégica superior, os biomarcadores
histolégicos compreendem uma categoria de respostas biologicas confidvel para indicar
o comprometimento da sanidade dos organismos aquéticos que sdo induzidos pelos
estressores antropogénicos (Faheem and Lone, 2018). Portanto, o emprego de mais de

um parametro biolégico fornece uma avaliagdo mais abrangente e integrativa das
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condi¢cdes ambientais anormais, especialmente quando se trata de regides estuarinas, visto

que apresentam uma complexidade natural (Santana et al., 2018).

A Baia de Sao Marcos (Maranhdo, Brasil) € uma extensa drea estuarina que possui
um dos maiores complexos portudrios de movimentacdo de cargas da América Latina
(Amaral and Alfredin, 2010). Esse complexo é caracterizado por um intenso transito de
grandes embarcacdes com diversos tipos de produtos quimicos, como, fertilizantes,
bauxita, alumina, ferro, importacdo e exportacdo de petréleo (Oliveira et al., 2019;
Carvalho Neta et al., 2019). Para essa regido, foi registrado a presenca de metais pesados
em niveis superiores aos permitidos pela legislacdo nacional, e investigagcdes histologicas
e bioquimicas em peixes e caranguejos coletados préximo ao complexo portudrio
mostraram que o0s organismos aqudticos apresentaram a sanidade comprometida
decorrente da exposicdo aos xenobioticos (Sousa; Almeida; Carvalho-Neta, 2013; Castro
et al., 2018; Carvalho Neta et al., 2019). Existe, portanto, uma situacdo multi-estressante
na Baifa de Sao Marcos que gera respostas em diferentes niveis de organizacao bioldgica

da biota aquatica, em especial dos peixes.

A espécie de peixe Sciades herzbergii (Bloch, 1794) é um bagre pertencente a
familia Ariidae, na qual apresenta ampla distribuicdo ao longo da costa atlantica da
América do Sul (Marceniuk, 2005). Esse tdxon € considerado carcindéfago com
especializacdo alimentar em crustdceos decdpode (Ribeiro et al., 2012). E uma espécie
bentdnica estuarino-residente abundante no litoral maranhense, em que apresenta relativa
importancia econdmica na pesca artesanal do Estado (Carvalho Neta and Abreu-Silva,
2013). Pesquisas anteriores demonstram que S. herzbergii é considerado um biomonitor
regional para avaliar efeitos de substancias toxicas em ambientes estuarinos nos processos
biolégicos (Sousa; Almeida; Carvalho-Neta, 2013; Castro et al., 2018). Neste trabalho,
objetivou-se analisar biomarcadores bioquimicos (glutationa-S-transferase e catalase) e
histologicos (lesdes branquiais e hepaticas) em S. herzbergii (Siluriformes, Ariidae) em

duas areas estuarinas distintas da Baia de Sao Marcos, Maranhao, Brasil.

2. Materiais e Métodos

2.1 Area de estudo

A Baia de Sdo Marcos, Maranhdo, Brasil € uma regido estuarina produtiva que se

encontra inserida no Golfao Maranhense (Silva et al., 2018). E classificada como uma das
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mais importantes do litoral brasileiro, pois nela encontra-se instalada o Complexo
Portudrio do Estado do Maranhdo (Amaral and Alfredin, 2010). Esse complexo € formado
por portos publicos e terminais privados responsaveis pela movimentagao de cargas para
o Brasil e mundo (Antaq, 2018). Além da regido portudria, a Baia de Sdo Marcos, em sua
extensio, abriga regides protegidas por legislagdo estadual, como por exemplo, Areas de
Protecdo Ambiental (APA). Desse modo, foram selecionadas duas regides estuarinas
dessa Baia para a coleta de Sciades herzbergii: a primeira regido denominada de Ilha dos
Caranguejos (Al), considerada como um local de baixo impacto, pois ndo recebe
interferéncias humanas diretas em seu entorno, tais como, moradias e atividades
portudrias e industriais. Essa drea ¢ dominada por extensos manguezais que abriga uma
diversidade de organismos aqudticos que utilizam esse ambiente para se alimentar,
reproduzir durante seu ciclo de vida (Carvalho Neta and Abreu-Silva, 2013). Além do
mais, essa regido é legalmente protegida por legislacio estadual, fazendo parte da Area
de Protecdo Ambiental da Baixada Maranhense (Carvalho-Neta; Castro, 2008; Maranhao,
2018). A segunda drea foi o Terminal de Pesca Industrial de Porto Grande (A2), drea
potencialmente contaminada, uma vez que encontra-se sob influéncia do complexo
portudrio da cidade de Sdo Luis, estando préximo ao porto publico do Estado (10km),

que apresenta grande fluxo de embarcacdes e desembarques de cargas em geral (Fig.1).
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Fig.1. Localizacdo das dreas amostradas na Baia de Sao Marcos Al (baixo impacto e A2
(potencialmente contaminada)

2.2 Amostragem de exemplares de Sciades herzbergii

Os peixes foram coletados durante o periodo chuvoso (margo) e seco (julho) de
2019 em duas regides estuarinas brasileiras. Os periodos sazonais chuvoso e seco sdo
definidos como padrio para a regido, sendo a estacdo chuvosa de dezembro a maio e seca
nos meses de junho a novembro (Silva et al., 2009; Instituto..., 2018). Em cada 4rea (baixo
impacto e potencialmente impactada) foram amostrados 10 espécimes por coleta. No total
foram coletados 80 organismos, sendo 38 fémeas e 42 machos. O protocolo de coleta em
campo e procedimentos laboratoriais deste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
institucional da Universidade Estadual do Maranhdao (01/2018) e cumpriu com as
diretrizes do Colégio Brasileiro de Experimentacio Animal/ Sociedade Brasileira da
Ciéncia em Animais de Laboratério - SBCAL/COBEA (SBCAL/COBEA,

http://www.sbcal.org.br).

Para cada espécime de S. herzbergii, registrou-se os dados morfométricos com o

auxilio de ictiometro e balancga digital. Tais dados consistiram em: comprimento total


http://www.sbcal.org.br/
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(CT), comprimento padrao (CP), comprimento furcal (CF) em cm, além do peso total
(PT) em g. Depois de medidos e pesados, os peixes foram eutanasiados por seccao
cervical e abertos através de incis@o vertical para observacao e classificacdo macroscépica
das gdnadas, diferenciando em machos e fémeas (Brown-peterson et al., 2011). Nos locais
de coleta dos bagres foram aferidos os dados de salinidade, temperatura, pH e oxigénio

dissolvido com auxilio do multipardmetro (SX751 — SANXIN).
2.3 Histologia

Para as andlises histoldgicas, branquias e figado (parte destinado a histologia)
dos peixes foram fixados em formalina a 10% durante 24 horas. Posteriormente, o
segundo arco branquial direito foi descalcificado em 4cido nitrico a 10% por 6 horas. Em
seguida, os 6rgaos foram desidratados em séries crescentes de dlcoois, diafanizados em
xilol e impregnados com parafina liquida. Os tecidos foram corados com Hematoxilina e
Eosina. As alteragdes histoldgicas branquiais e hepaticas foram avaliadas de forma semi-
quantitativa de acordo com o sistema de pontuacdo de Bernet et al. (1999). Cada alteracdo
histologica foi classificada em um dos quatro padrdes de reagdo: distirbio circulatério
(Rp1) que correspondem a condigdes patolégicas no fluxo sanguineo e tecidual; mudangas
regressivas (Rp2) que sdo processos que causam diminui¢cdo funcional ou perda de um
6rgao; mudancas progressivas (Rp3) correspondem a processos que levam ao aumento da
atividade celular ou tecidual; e resposta inflamatéria (Rps) que sdo processos
inflamatdrios associados a outros padrdes de reacdo. No final, foram gerados indices para
cada padrado de reagdo de um 6rgdo (IH o rp), NOs quais foram utilizados para fornecer
um indice geral do 6rgdo (IH branquias = indice histolégico das branquias; IH figado = indice
histologico de figado). Para determinar o estado geral da sanidade dos peixes com base
nas lesoes histologicas, um indice histolégico total (IH toa1) foi calculado pelo somatério
de indices branquiais e hepéticos de cada organismo. A prevaléncia de cada alteracio foi
calculada como uma ocorréncia percentual de uma alteracdo em todos os peixes
amostrados das duas dreas de estudo, segundo Bernet et al. (1999): prevaléncia de
alteracao histolégica = n° peixes com a alteracdo/ n° total de peixes de uma amostra,
multiplicado por 100. Associado aos indices histologicos calculados, a prevaléncia de
cada alteracdo permite uma estimativa da ocorréncia de lesdes em um determinado

estoque ou populagdo.
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2.4 Ensaios bioquimicos

Um grama do figado (parte destinada aos ensaios bioquimicos) de cada peixe foi
extraido e imediatamente congelado e armazenado em nitrogénio liquido. As amostras
foram homogeneizadas e centrifugadas em tampao (Tris-HCI 50 mM, KC1 0,15 M, pH
7,4). O sobrenadante foi utilizado para analisar a atividade enzimética da catalase (CAT)

e glutationa-S-transferase (GST).

Os ensaios bioquimicos foram medidos por espectrofometria. A atividade da
catalase (CAT) foi quantificada a 240um pela taxa de decomposi¢do do peréxido de
hidrogénio (H > O2), conforme o método de Beutler (1975). O método é baseado
na degradacdo de H 20 2 pela agdo da CAT contida nas amostras examinadas, sendo
expressa como U/mg de proteina. A atividade da glutationa-S-transferase (GST) foi
determinada pelo aumento da absorbancia a 340um, de acordo com o método de Keen;
Habig; Jakoby (1976) e modificado por Camargo; Martinez (2006), utilizando-se
glutationa reduzida (GSH) e 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) como substratos, em
tampao fosfato de potassio (0,1M), pH 7,0. Esse método € baseado na reacdo de CDNB
ao grupo -SH de GSH catalisado pela GST contida nas amostras. O ensaio foi conduzido
monitorizando a aparéncia do complexo conjugado de CDNB e glutationa a 340 um. A

actividade de GST € expressa como p mol / min / mg de proteina.
2.5 Proteinas totais

O teor de proteinas foi determinado usando o método de Gornall; BardawilL;
David, (1949) utilizando um kit comercial (proteinas totais monoreagente/BIOCLIN). A

dosagem foi quantificada em um espectrofotdmetro a 540 um.
2.6 Tratamento estatistico

Os dados quantitativos foram submetidos ao teste de normalidade através do
teste de Kolmogorov- Smirnov (p< 0,05) e em seguida foi aplicado o teste ¢ de Student,
com o uso do software Statistica 7.0 (Statsoft Inc., 2005, Tulsa, OK, EUA), para
determinar diferencas significativas entre os grupos (drea de baixo impacto e

potencialmente contaminada) e apenas p<0,05 foi considerado significante.
3. Resultados e Discussao

3.1 Biomarcadores histologicos
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Os valores do indice histolégico das branquias ndo demonstraram diferengas
significativas entre as dreas de amostragem dos peixes. Do mesmo modo, resultados
semelhantes foram observados para o figado, exceto quanto ao periodo sazonal, uma vez
que os dados dos indices histolégicos correspondente ao padrao de reacdao 2 (mudangas
regressivas) foram estatisticamente maiores no periodo chuvoso em ambas as dreas de
coleta dos peixes. Durante a estagdo chuvosa, o nivel de contaminagdo em corpos d’agua
pode aumentar devido ao escoamento de contaminantes, impactando a biota local
(Carvalho Neta et al., 2017; Ribeiro et al., 2016). Logo, as altera¢des regressivas sugerem
que as lesoes hepdticas identificadas, em sua maioria, sdo de natureza regenerativas e que
os valores mais elevados verificados no periodo chuvoso podem ser resultados do
transporte de substancias toxicas do continente para o ambiente aquéatico (Tabela 1).

Tabela 1. Indices histolégicos branquiais e hepéticos de Sciades herzbergii coletados em
regides estuarinas (Al e A2) da Baia de Sdo Marcos, Brasil

Indices histolégicos Locais de amostragem

Al A2
Chuvoso Seco Chuvoso Seco

IH branquias/ Rp.1 0,8+1,014 0,66 +0,97 1,33 +£1,234 1,11 £1,05
IH branquias/ Rp.2 1,12 +1,013 1,44 £ 1,08 1,12+ 1,013 1,86 £ 1,18
IH branquias/ Rp.3 5,2+4.816 2,8 +1,09 7,2 £ 3,346 2,66 + 1,15
IH branquias/ Rp.4 NE NE NE NE

IH figado/ RP.1 1,8 £ 1,01 0,8 +£1,01 1,6 £ 0,82 1,6 £1,15
IH figado/ Rp.2 1,7+1,97° 1,3+0,96 2,1+1,65° 2,37 +£0,92
IH figado/ Rp.3 NE NE NE NE

IH figado/ Rp.4 0,6 £0,96 1,4+ 1,49 2+0 1,5+1,96
IH branquias 22 £8,717 20+ 14 28 £8 15+11,01
IH figado 19,3 £ 14,04 17,3 +7,57 28,6 £ 11,71 23,3+ 13,31
IH total 20,8+ 6,45¢ 22,4+ 433¢ 30 +5,47¢ 33,3+ 6,11¢

Al (4rea menos impactada); A2 (drea potencialmente impactada); valores expressos como média + desvio
padrdo. IH: indice histolégico; Rp1: padrdo de reagdo 1 (distirbios circulatérios); Rp2: padrao de reagdo 2
(mudancgas regressivas); Rp3: padrdo de reacdo 3 (mudangas progressivas); Rp4: padrdo de reacdo 4
(respostas inflamatdrias); NE: ndo encontrado. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05)
entre os periodos sazonais (“a”/”’b”) e locais de amostragem (“c”/’d”).

O indice histologico total apresentou médias elevadas e significativas para a
regido portudria, independentemente da sazonalidade. Esse resultado pode ser indicativo
de exposicdo dos orgdos dos peixes analisados a xenobidticos presentes na drea
potencialmente impactada, uma vez que a contaminagdo por metais pesados nessa regiao

foi documentada em amostras de sedimentos, confirmando a contaminacao quimica desse
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local (Carvalho-Neta et al., 2012). Os metais pesados sdo um dos poluentes mais nocivos
devido sua persisténcia a longo prazo e sua bioacumulagdo nos organismos aquéticos, o
que pode interferir nos componentes bioldégicos (Monroy et al., 2014). Sendo assim,
foram observadas alteracOes histoldgicas em branquias de peixes e caranguejos
amostrados em regides proxima a drea de coleta de S. herzbergii (Pinheiro-Sousa et al.,
2019; Carvalho Neta et al., 2019; Oliveira et al., 2019). Como as branquias estdo em
contato direto com o ambiente circundante, devido a ampla drea de superficie,
corresponde um dos primeiros 6rgaos a reagir e apresentar respostas adaptativas, pois
torna-se alvo da exposicdo aos contaminantes (Ameur et al., 2015). Por outro lado, o
figado também € um dos 6rgdos mais afetados pelos contaminantes na dgua, haja vista
que é alvo para acumulacdo da maioria dos metais pesados, devido seu papel no
armazenamento, desintoxicacdo e transformacdo de xenobidticos (Saleh and Marie,

2016).

Estudos realizados em regides costeiras revelaram alteracdes histoldgicas nas
branquias e figado de organismos de 4reas potencialmente contaminadas (Monserrat et
al., 2007; Carvalho-Neta; Torres; Abreu-silva, 2012; Abdel-Khalek et al., 2018). As
lesdes branquiais mais frequentes observadas nos peixes analisados neste estudo também
foram relatadas por Azevedo et al. (2013), fusdo lamelar; Castro et al. (2018)
deslocamento lamelar; hiperplasia Kosti¢ et al. (2017); e do mesmo modo lesdes
hepaticas foram registradas na literatura por Liu et al. (2015), degenerag¢do vacuolar e
Hermenean et al. (2015), dilatacdo dos sinuséides. Dessa forma, a utilizacdo dos
biomarcadores histolégicos compreendem metodologias eficazes que podem ser
utilizadas para avaliar dreas impactadas. Apesar de ndo serem biomarcadores especificos
para as substancias toxicas, as alteracdes branquiais e hepdticas sdo sensiveis a uma ampla
variedade de contaminantes, sendo consideradas uteis para avaliar efeitos subletais e

cronicos (Van der Oost et al., 2003).

A prevaléncia de alteracdes branquiais dos peixes coletados na Baia de Sao
Marcos, em geral, apresentou as maiores porcentagens de alteracdes histolégicas na
regido potencialmente impactada. Aneurisma, hiperplasia e alteragcdes estruturais, tais
como, levantamento epitelial, fusdo lamelar, desorganizacdo e encurtamento lamelar
foram identificadas em todas as amostras de peixes de ambas as regides de estudo (Tabela

2).
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Tabela 2. Prevaléncia de alteracdes histolégicas nas branquias de Sciades herzbergii
coletados em areas estuarinas (Al e A2) da Baia de Sao Marcos, Brasil

Percentual dos peixes com lesdes %

Lesdes histolégicas Al A2

Branquias Chuvoso Seco Chuvoso Seco
Hemorragia 0% 20% 80% 20%
Aneurisma 100% 80% 100% 100%
Levantamento epitelial 80% 100% 100% 100%
Fusao lamelar 80% 80% 80% 100%
Desorganizacio lamelar 100% 80% 80% 100%
Encurtamento lamelar 20% 100% 20% 100%
Necrose 0% 0% 0% 20%
Hiperplasia 80% 100% 100% 100%

Al (4rea menos impactada); A2 (4rea potencialmente impactada)

O aneurisma lamelar é caracterizado pela ruptura das células pilares, onde ocorre
o aumento e actimulo do fluxo sanguineo dentro da porc¢ao distal das lamelas secundérias,
causando a dilatacdo do canal marginal (Saleh and Marie, 2016). A vasodilata¢do faz com
que essas células percam sua capacidade de suporte, tendo como resultado o
extravasamento de sangue para o interior da lamela secundaria ou respiratdria (Garcia-

Santos et al., 2007).

A hiperplasia e alteragdes estruturais, normalmente, servem como um
mecanismo de defesa, pois atuam como barreira contra a entrada de contaminantes
(Abdel-Khalek et al., 2018). No entanto, o espaco entre dgua e sangue ¢ prejudicado
devido esse aumento continuo, resultando em prejuizos do funcionamento normal das
branquias (Camargo and Martinez, 2007). Assim, a diminui¢cdo da captacdo de oxigénio
pode levar a morte dos peixes (Rautenberg et al., 2015) (Fig. 2). Nesse sentido, os
biomarcadores branquiais identificados nos peixes de ambas as dreas estuarinas deste
estudo demonstram ser um mecanismo de adaptacao desse 6rgdo frente aos xenobidticos

presentes no meio aquatico.

Em relagdo ao tecido hepdtico foi observada a prevaléncia de lesdes histologicas
do padrao de alteracdes de disturbios circulatério, seguido pelas mudangas regressivas,

em especial a degeneracdo vacuolar encontrada em 100% das amostras (Tabela 3).



71

Tabela 3. Prevaléncia de alteracdes histolégicas no figado de Sciades herzbergii
capturados em 4reas estuarias (Al e A2) da Baia de Sdo Marcos, Brasil

Percentual dos peixes com lesdes %

Lesdes histologicas Al A2
Figado Chuvoso Seco Chuvoso Seco
Hemorragia 20% 0% 40% 50%
Congestao vascular 80% 60% 100% 100%
Dilatacdo dos sinuséides 80% 60% 100% 75% %
Degeneragio vacuolar 100% 100% 100% 100%
Desorientagao do tecido 60% 60% 100% 100%
Esteatose 60% 20% 40% 75%
Necrose 0% 20% 60% 50%
Hipertrofia 0% 0% 0% 0%
Hiperplasia 0% 0% 0% 0%
Melanomacréfagos isolados 40% 100% 100% 100%
Centros de melanomacréfagos 20% 40% 100% 50%

Al (4rea menos impactada); A2 (4rea potencialmente impactada)

A degeneracdo vacuolar ¢ um dos sinais de dano no figado, que pode ser
atribuida ao acimulo e infiltracio de neutréfilos e linfocitos, mas também ao efeito
cumulativo dos metais pesados (Faheem and Lone, 2018). Essa alteragao estd associada
a exposicao cronica a uma ampla gama de contaminantes, na qual ja foi relatada no tecido
hepdtico de peixes por diversos trabalhos (Zimmerli et al., 2007; Dyk; Cochrane;

Wagenaar, 2012; Rautenberg et al., 2015; Saleh; Marie, 2016; Qualhato et al., 2018)
(Fig.3).
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Fig.2. Fotomicrografias do segundo arco branquial direito de exemplares de S. herzbergii
coletados em duas areas estuarinas da Bafa de Sao Marcos, Brasil. A) Lamelas

secunddrias normais; B) Aneurisma; C) Hiperplasia. Escala= 50um
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Fig. 3. Fotomicrografias da regido intermedidria do figado de S. herzbergii coletados em
duas dreas estuarinas da Baia de Sdo Marcos, Brasil. A) Hepatdcitos normais; B)
Degeneragao vacuolar; C) Dilata¢do dos sinusédides. Escala= 50um.

As andlises de porcentagem de alteracdes hepdticas observadas no presente
estudo permitem concluir que os peixes capturados na regido potencialmente
contaminada apresentaram o estado histologico mais comprometido em relacdo aos da
area de baixo impacto. Tais evidéncias indicam que os organismos amostrados na regiao
de influéncia portudria sofrem um maior estresse decorrente a intensa perturbacdo
ambiental, o que reforca, portanto, a eficacia dos biomarcadores histolégicos para avaliar

o estado de satide de peixes de ambientes impactados.
3.2 Biomarcadores bioquimicos

A atividade da GST ndo apresentou diferencas significativas entre as dreas de
amostragem. Entretanto, foi observado baixos valores para as duas regides estuarinas,
principalmente na estagdo chuvosa (Tabela 4).

Tabela 4. Média, desvio padrdo, midximo e minimo dos valores da atividade da
glutationa-S-transferase de Al e A2

Glutationa-S-transferase (GST) umol min™ mg! proteina

Al A2
Mean+SD Maximum Minimum Mean+SD Maximum Minimum
Mar/2018 0,91+2,02 4,54 0 0,01+0 0,01 0
Jul/2018 0,04+0,04 0,09 0 0,01+£0,01 0,03 0
Mar/2019 0,06+0,10 0,24 0 0,14+0,14 0,3 0
Jul/2019 2,35+3,95 9.4 0,18 0,51+£0,43 1,06 0,03

Al (4rea menos impactada); A2 (4rea potencialmente impactada)

As glutationas-S-transferases sdo enzimas multifuncionais envolvidas nos

mecanismos de defesa celular contra xenobidticos, em que desempenham papel relevante
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nos processos de biotransformacdo e desintoxicagdo de uma variedade de produtos

quimicos (Pham et al., 2017).

A 1inibicdo ou indugdo dos niveis de GST tem sido utilizada como biomarcador
apds a exposicdo dos peixes a miltiplos poluentes, uma vez que o mecaniSmo
bioquimico-enzimético € um dos primeiros niveis de organizacdo biolégica a refletir os
efeitos adversos por contaminantes (Huber; Almeida; Fatima, 2008; Carvalho-Neta;
Torres; Abreu-Silva, 2012). Embora, os resultados obtidos neste estudo niao apresentaram
diferencas entre as dreas de coleta dos peixes, foi observado baixos valores da atividade

da GST, o que sugere um padrao alterado desse sistema enzimético.

Valores muito baixos ou nao detectados da atividade da GST implica em um efeito
adverso que pode estar associado a exposi¢do dos organismos a substancias toxicas
(Ventura et al., 2002). Carvalho Neta et al. (2019) verificaram em sua pesquisa resultados
tanto altos quanto muito baixos dos niveis de GST em uma espécie de crusticeo (Ucides
cordatus) coletado em uma drea proxima a regiao de Porto Grande (4rea potencialmente
contaminada deste estudo). Isso refor¢a a ideia de que a biota aquética presente nas
proximidades da regido portudria de Sao Luis, Maranhdo, estd submetida a exposi¢ao de
inimeros compostos téxicos, em especial os metais pesados (Carvalho-Neta et al., 2012).

Desse modo, a situagao pode se agravar no periodo chuvoso por conta do transporte de

muitas substancias para o ambiente aquatico (Carvalho Neta et al., 2016).

A atividade da catalase foi semelhante entre as areas de coleta. No entanto, houve
diferenca estatistica quando comparado o mesmo ambiente em diferentes periodos
sazonais (p<0,05), sendo significativamente elevada no periodo seco (Tabela 5).

Tabela 5. Média, desvio padrdao, maximo e minimo dos valores da atividade da catalase
da area de baixo impacto e potencialmente contaminada

Catalase (CAT) nmol min! mg™! proteina

Al A2
Mean+SD Maximum  Minimum Mean+SD Maximum  Minimum
Mar/2018 817,78+£1409,62 3323,27 0,03 102,51+95,83 255,23 14,32
Jul/2018 401,04+242,23 784,13 161,17 2287,13+4666,65 10630,78 41
Mar/2019 0,04+0,04 0,1 0 0,23+0,24 0,63 0,04
Jul/2019 29,43+£23,06 53,59 0,09 59,05+£26,49° 85 24,93

Al (drea menos impactada); A2 (drea potencialmente impactada); * Diferengas estatisticamente
significativas entre os periodos sazonais (chuvoso e estiagem). (p<0,05)
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A CAT € uma das enzimas antioxidantes que compde o primeiro grupo de defesa
no combate as espécies reativas de oxigénio na célula (Ighodaro and Akinloye, 2018)).
Essa enzima € importante na decomposi¢ao do peréxido de hidrogénio em espécies nao
reativas como agua e oxigénio (Atli et al.,, 2006). Apesar da atividade da CAT nao
demonstrar um padrdo capaz de diferenciar as regides estuarinas, é necessirio a
continuidade das andlises, visto que as respostas das enzimas antioxidantes variam de
acordo com, situacdes de campo, diferentes espécies, contaminantes e condi¢des

ambientais (Livingstone, 2001).

Nesse sentido, os vdrios sistemas enzimaticos podem ser alterados por diversos
fatores, tais como, poluicdo, estado nutricional, sexo, idade e estacdo do ano, o que por
sua vez, torna dificil associar quais efeitos sdo responsdveis pelas respostas enzimaticas

sob condi¢des naturais (Arnaud et al., 2000; Baudou et al., 2019).

As diferencas sazonais podem interferir nas expressoes das enzimas antioxidantes
em decorréncia das atividades metabdlicas (Paital and Chainy, 2013). Em seu estudo,
Khessiba; Roméo; Aissa, (2005) relataram que temperaturas e niveis de salinidade
elevada foram fatores que afetaram a quantidade de oxigénio consumido e
consequentemente levou ao aumento da CAT em mexilhdes aclimatados sob vdrias
condi¢cdes ambientais. Orbea et al. (2002) documentaram que a atividade da CAT foi
maior nos organismos (mexilhdes, ostras e peixes) amostrados no verdo em relagdo aos
coletados no inverno. Paital; Chainy (2013), observaram que o aumento da atividade da
catalase no caranguejo de lama foi em decorréncia dos maiores valores de salinidade do
local em que foram amostrados. Khessiba; Roméo; Aissa, (2005) concluiram que a
atividade da CAT em peixes, embora responda ao estressor quimicos, também é muito

sensivel a temperatura e salinidade do ambiente aquatico.

Em se tratando de espécies estuarinas, a biota aquatica estd exposta a uma ampla
variedade de estressores tanto em escalas temporais quanto espaciais (Samanta et al.,
2014). Os niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) podem aumentar em
decorréncia do estresse ambiental, como por exemplo, aumento da temperatura e
salinidade (Khessiba; Roméo; Aissa, 2005). Portanto, € provavel que os resultados da
CAT dos peixes observados neste estudo sejam em decorréncia da influéncia de fatores

ambientais, como, temperatura e salinidade.
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3.3 Dados morfométricos

Os dados de comprimento total e furcal dos espécimes fémeas de S. herzbergii
amostrados na estacdo chuvosa de ambas as dreas de coletas apresentaram medidas mais
elevadas (p<0,05) quando comparadas as capturas do periodo de estiagem (Tabela 6).

Tabela 6. Dados morfométricos (média + desvio padrdo) dos espécimes fémeas de
Sciades herzbergii coletados em areas estuarinas da Baifa de Sao Marcos, Brasil

Média + Desvio padrao

Fémeas
Pardmetros Chuvoso Estiagem

Al A2 Al A2
CT (cm) 35,31 £ 3,53* 30,43 £ 2,33* 14,2 + 1,351 41,75 £ 14,496
CP (cm) 29,153 24,87 £2,16 28 £ 13,788 35,75 £ 13,789
CF (cm) 30,46 + 3,25* 25,86 £2,11* 12,58 + 1,370 36 £12,72
PT (g) 350,66 + 150,4 227,77 +£ 56,33 347,2 +£61,75 766,5 + 754,48

Al (4rea menos impactada); A2 (drea potencialmente impactada); CT: comprimento total; CP:
comprimento padrdo; CF: comprimento furcal, PT: peso total; *diferencas significativas entre os locais de
amostragem (p<0,05).

Na estagao chuvosa ocorre maior incremento de nutrientes que sio carreados do
solo para os corpos hidricos aumentando a disponibilidade de alimento para as espécies
aquaticas (Silva et al., 2012). O suprimento alimentar elevado é um dos fatores exogenos
responsaveis pelas variacdes que ocorrem nos padrdoes de crescimento dos peixes
(Angeles et al., 2000). Além disso, fémeas de S. herzbergii foram coletadas em maiores
quantidades nas amostragens realizadas no periodo chuvoso para ambas as dreas de
estudo. Esse periodo das chuvas, normalmente, coincide com a estacao reprodutiva dessa
espécie, que segue o padrio observado em bagres tropicais, nos quais se reproduzem na
estacdo chuvosa (Martins-Juras, 1989). Assim, a presenca de maiores quantidades de
nutrientes no ambiente associado a maiores capturas de individuos fémeas adultas podem

ter influenciado nos resultados encontrados.
3.4 Avaliacdo gonadal

A avaliagdo macroscOpica das gonadas revelou que 61% dos exemplares
amostrados foram fémeas e 39% machos. No geral, houve predominio de espécimes na
fase de desenvolvimento (FII) para as duas regidoes de coleta (Tabela 7). Esses achados

seguem o mesmo padrdo de resultados observados no estudo anterior de Soares et al
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(2018) com dados ndo publicados para a mesma espécie e regides, em que a maioria dos
espécimes de S. herzbergii foram encontrados na fase II (desenvolvimento). Isso mostra
que esse peixe utiliza as regides estuarinas analisadas para se reproduzir e que, embora
Porto Grande esteja sob influéncia do Complexo Portudrio da cidade de Sao Luis, essa
area indica ser menos impactada para a espécie analisada em comparacdo com outros
locais inseridos nas proximidades desse Complexo, como verificados em estudos
anteriores (Carvalho et al., 2012; Sousa; Almeida; Carvalho-Neta, 2013; Carvalho Neta
et al., 2016).

Tabela 7. Fases de desenvolvimento gonadal de S. herzbergii coletados em regides
estuarinas (Al e A2) da Baia de Sao Marcos, Brasil (Brown-Peterson et al., 2011)

Al A2
Fases de desenvolvimento Fémeas Machos Fémeas Machos
FI 0% 16% 0% 50%
FII 27% 67% 82% 37%
FIII 73% 17% 18% 0%
FIV 0% 0% 0% 13%

F I: imaturo; F II: desenvolvimento; F III: desova; F IV: regressao.

3.4 Parametros abidticos da dgua

A andlise dos parametros abidticos apresentou caracteristicas semelhantes para as
duas dreas amostradas, exceto o oxigénio dissolvido que revelou teores mais elevados na
regido menos impactada (Tabela 8).

Tabela 8. Parametros abidticos da dgua registrados nas duas regides estuarinas (Al e A2)
durante o periodo chuvoso e estiagem de 2019

Chuvoso Estiagem

Valores
Parametros Al A2 Al A2 Recomendados
Temperatura (°C) 28,7 28,2 29,2 30,3 28 -32°C
Salinidade (g/kg) 13,3 15,3 14,2 15,5 >30%
pH 7,51 7,53 7,7 6,79 6,5-8,5
(0)) dissolvido
(mg/L) 6,12 5,72 6,3b 5,8" > 4mg/L

Al (4rea menos impactada); A2 (4rea potencialmente impactada);mg: miligramas; L: litros; g:grama;
kg:quilograma; (a; b) = dados estatisticamente diferentes entre os locais de coleta p<0,05 (Teste-t Student).
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O oxigénio dissolvido (O) é de fundamental importancia na manuten¢do da vida
aquética e da qualidade da dgua, pois esse parametro serve para determinar o impacto de
poluentes sobre corpos hidricos (Pinto et al., 2009). Ambientes aquaticos poluidos
apresentam baixa concentracdo dessa varidvel (Santos et al., 2009). No entanto, foi
observado que os valores obtidos de oxigénio dissolvido neste estudo estdo de acordo
com os permitidos pelos padrdes nacionais. Apesar disso, 0 menor teor desse parametro
encontrado na regido portudria implica inferir que seja resultado da maior quantidade de
substancias quimicas advindas dos assentamentos urbano-industriais e atividades

portudrias inseridas nas proximidades do local de coleta dos peixes.
4. Conclusoes

As diferencas das alteracdes histoldgicas dos 6rgaos analisados de S. herzbergii
capturados nas duas dreas estuarinas podem ser devido a variacdo sazonal, uma vez que
o figado apresentou respostas significativas na estacdo chuvosa. Todavia, quando
analisado em conjunto branquias e figado através do indice histoldgico total, os resultados
indicam que outros fatores também sao responsdveis por essas alteragdes, o que pode
incluir a exposi¢ao dos peixes a substancias téxicas na drea portudria. O entorno dessa
regido é composto por atividades portudrias e assentamentos urbano-industrial que tem o
potencial de liberar concentragdes crescentes de poluentes no ambiente aquético. Isso
parece explicar as diferencas nos valores do indice histoldgico total entre os peixes
capturados nas duas regides estuarinas. Os valores obtidos das andlises enzimdticas (GST
e CAT) sugerem a capacidade dos peixes em regular os processos de desintoxicacdo e
processos antioxidantes, visto que ndo indicaram efeitos recentes de possiveis exposicoes
as substancias toxicas. Apesar dessas respostas ndo serem significativas do ponto de vista
da estatistica, ndo significa necessariamente auséncia da acdo de multiplos efeitos
xenobidticos nos mecanismos de desintoxicacdo e antioxidante dos organismos
analisados, uma vez que as respostas enzimaticas elevadas s3o atribuidas, especialmente,

quando a exposi¢do a poluentes € recente.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram concluir que:

Os valores dos indices histoldgicos dos 6rgdos analisados refletiram diferentes
niveis de estresse dos peixes em pontos distintos da Baia de Sao Marcos,
Maranhdao, sendo que os exemplares amostrados na regido portudria

experimentaram danos teciduais maiores.

Os biomarcadores nas branquias e figado de S. herzbergii revelaram uma
metodologia adequada para detectar efeitos decorrentes da exposicdo cronica a
poluentes, tendo as branquias apresentado maiores valores dos indices

histol6gicos entre as dreas de estudo, indicando ser o 6rgdo mais afetado.

As respostas bioquimicas ndo demonstraram diferencas entre os locais de
amostragem. Porém, esse resultado ndao implica afirmar que os organismos
coletados nas duas dreas de estudo estdo livres da exposi¢cdo de substancias
toxicas, pois os dados histologicos revelaram que os mesmos foram afetados
sugerindo uma exposi¢do cronica. Desse modo, infere-se que o resultado dos
parametros bioquimicos dos peixes analisados nas duas dreas pode estar
relacionado com a existéncia de um eficiente sistemas de reparo bioquimico nos

organismos.

Apesar de inespecificas, as alteracOes identificadas mostraram-se relevantes e
ratifica as descobertas encontradas para a espécie estudada para o estado do
Maranhao, Brasil. Além disso, o uso de biomarcadores em diferentes niveis da
organizacdo biolégica se mostrou eficiente para avaliar de forma mais abrangente
os efeitos bioldgicos dos xenobidticos sobre organismos analisados. Sendo assim,
foram empregadas metodologias repetiveis, previsiveis, como 0s parametros
bioquimicos, e rapidos para detectar os efeitos cronicos em tecidos dos

organismos aquéaticos.
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e Portanto, os resultados deste estudo poderdo subsidiar programas futuros
relacionados ao monitoramento ambiental do complexo portudrio de Sao Luis,

Maranhao.
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