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Resumo

Os ambientes estuarinos recebem muitos contaminantes que podem induzir danos em
nivel molecular, bioguimico, celular, histologico e fisioldgico. Espécies de peixes do
género Centropomus sdo importantes recursos alimentares para as populacées locais, as
espécies desse grupo sdo predadoras que se alimentam de pequenos peixes e
invertebrados bentbnicos, sendo, portanto, vulneraveis a bioconcentracdo e
biomagnificacdo de contaminantes. Considerando que os estuarios sdo continuadamente
impactados devido a urbanizacgéo, esta pesquisa teve como objetivo avaliar a qualidade
de dois ambientes salobros localizados na Ilha do Maranh&o por meio de biomarcadores
histologicos e genotoxicos em Centropomus undecimalis comparando os dados obtidos
as concentracdes de metais nas amostras de agua coletadas em cada ponto de estudo. As
alteracdes histoldgicas nas branquias foram analisadas através do indice de Alteragéo
Histoldgica e as lesdes genotdxicas nos eritrocitos foram detectadas pelo Teste do
Microndcleo e a técnica do Ensaio Cometa. As lesdes branquiais e os micronucleos
foram utilizados na avaliacdo dos estuarios da bacia do Bacanga e do Pau Deitado nos
periodos chuvoso e seco de 2015. Ja o Ensaio Cometa foi utilizado para comparar as
duas areas citadas apenas no periodo chuvoso. Os resultados da analise de metais
mostraram que todas as amostras de dgua apresentaram no minimo dois elementos com
concentracdo acima do valor permitido pela resolugdo CONAMA 357/2005. Para a
analise histologica das branquias, os robalos de ambas as areas avaliadas estavam com
lesbes moderadas, indicando que os peixes locais estdo respondendo a estressores
ambientais. Os valores de microntcleo foram significativos entre as duas localidades no
periodo chuvoso, mostrando que a bacia do rio Bacanga é a area mais impactada. Os
valores médios dos escores de danos no DNA avaliados pelo Ensaio Cometa mostraram
que os peixes da bacia do rio Bacanga apresentaram mais danos que os exemplares do
estuario do Pau Deitado. Esses resultados servem de alerta a saude puablica, pois em
ambas as areas de estudo os peixes de C. undecimalis sdo comercializados. Diante dos
resultados, os biomarcadores analisados mostraram-se como boas ferramentas na
avaliacdo da qualidade ambiental das areas e os dados gerados na pesquisa podem
subsidiar programas de conservagdo pelos gestores locais, visto que os biomarcadores

utilizados possibilitam a avaliacdo tanto da saude do ambiente quanto dos organismos.



Abstract

Estuarine environments receive lots of contaminants that might induce to molecular,
biochemical, cellular, histological and physiological damages. Species of fish from
Centropomus gender are important as a food resource for the local populations, the
species from this group are predators that feed from small fishes and benthic
invertebrates; therefore, they are vulnerable to bioconcentration and biomagnification of
contaminants. Considering that estuaries are continuously impacted due the
urbanization, this research had the intention to measure the quality of two brackish
environments located in the Island of Maranhdo using histological and genotoxic
biomarkers in Centropomus undecimalis comparing the gotten data to the concentration
of metals in the water samples collected from each study point. Histological variations
in gill were analyzed through the Histological Variation Index and genotoxic lesions in
erythrocyte were detected by the Micronucleus Test and the Single Cell Gel
Electrophoresis process (Comet Assay). Gill’s lesions and micronucleus were used in
evaluations of estuaries from the hydrographic basin of Bacanga and Pau Deitado in the
raining and dry periods of 2015. The Comet Assay was used to compare the two
mentioned areas only during the rainy season. The results from the analyses of metals
showed that all water samples presented at least two elements with their concentrations
above the allowed values, according to the resolution of CONAMA 357/2005.
Regarding the gill’s histological analyses, basses from both areas presented moderated
lesions; witch indicates that the local fishes are reacting to stress environmental agents.
The values of micronucleus were significant between both locations in the raining
period, demonstrating that the hydrographic basin of Bacanga is an impacted area. The
average values of DNA damage scores evaluated by the Comet Assay showed that
fishes oh hydrographic basin of Bacanga presented more damages when compared to
samples from estuaries of Pau Deitado. Those results have significant value to the
public health, serving as an alert, because in both study areas the fishes from C.
undecimalis are commercialized. Facing the results, the analyzed biomarkers were
presented as good tools of environmental evaluation of quality of the areas, and the data
produced by this research can subsidize conservation programs by the local managers,
since the used biomarkers allows the evaluation of the environments’ and organisms’
health.
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1 INTRODUCAO

Os ambientes de &gua salobra ocorrem principalmente em estuarios e lagunas.
Os estuarios sdo ecossistemas costeiros e ambientes de transi¢do entre 0s oceanos e rios.
Sdo importantes pela diversidade biologica e por propiciar alimentagdo, abrigo e area
para reproducdo de diversas espécies. Sao excelentes locais para atividade pesqueira e
portudria (SANTOS et al., 2006).

Os sistemas estuarinos atualmente sofrem com a urbanizacdo em suas margens,
consequéncias deste processo como o lancamento de efluentes domésticos em seus
corpos d “agua tem diminuido a qualidade ambiental desses ecossistemas. Nessas areas
observa-se uma caréncia nas condi¢des sanitarias de abastecimento de &gua, coleta de
lixo, tratamento e disposicao de esgotos.

Diante das constantes agressfes ao meio ambiente, cresce o interesse de elaborar
programas de monitoramento e recuperacdo de areas degradadas. Neste trabalho, foram
investigadas dois ambientes estuarinos na llha do Maranh&o, com o intuito de avaliar a
qualidade ambiental desses locais, a pesquisa utilizou parametros biolégicos como
ferramenta na avaliacdo de contaminacdo ambiental. Utilizaram-se 0s peixes como
bioindicadores e alteracdes histologicas e genotéxicas como biomarcadores na avaliagdo
da qualidade ambiental das areas analisadas.

Sabe-se que, 0 monitoramento ambiental por meio de organismos expostos a
poluentes, chamados atualmente como bioindicadores utilizando testes em sistemas
bioldgicos, denominados de biomarcadores apresenta-se como ferramenta promissora para
avaliar a qualidade ambiental de ecossistemas aquéaticos.

Dessa forma, 0 uso de parametros biologicos nesta pesquisa pode fornecer um
diagnostico seguro sobre a salde das espécies de peixes locais e da qualidade da agua,
como os robalos sdo muito consumidos em ambas as areas, faz-se necessario saber se 0s
peixes estdo saudaveis ou ndo. Os dados gerados na pesquisa podem ainda subsidiar
programas de recuperacdo e gestdo ambiental nas areas, ja que as areas analisadas

sofrem com a poluigéo.
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliar lesGes branquiais e genotdxicas em exemplares de Centropomus
undecimalis (Pisces, Centropomidae) como biomarcadores de contaminacdo aquatica

em ambientes costeiros salobros na Ilha do Maranhao, Brasil.

2.1 Objetivos Especificos

-Analisar a intensidade das lesdes branquiais nos exemplares de peixes por meio do
indice de Alteracdo Histoldgica;

-Detectar lesdes genotoxicas em eritrocitos dos peixes por meio do Ensaio Cometa e 0
Teste do Microndcleo;

-ldentificar os biomarcadores mais adequados para o0 emprego da espécie em

monitoramento ambiental.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Ecossistemas estuarinos

A Zona Costeira constitui uma regido de transicdo ecoldgica, desempenhando
importante papel no desenvolvimento e reproducdo de vérias espécies e nas trocas
genéticas que ocorrem entre os ecossistemas terrestres e marinhos (MMA, 2010).

A éarea marinha adjacente a costa € constituida por aguas quentes, nas costas
nordeste e norte, e por aguas frias, no litoral sul e sudeste, dando suporte a uma grande
variedade de ecossistemas que incluem dunas, praias, banhados e &reas alagadas,
estuarios, restingas, manguezais, costdes rochosos, lagunas e marismas, 0s quais
abrigam intmeras espécies de flora e fauna, muitas das quais endémicas e varias
ameacadas de extincdo (MMA, 2002a, 2002b).

Os estuarios, principais areas de estudo desta pesquisa, sdo ambientes de corpos
d’agua que ocupam a regido de transi¢ao entre 0s oceanos e os rios. Por ser um sistema
aberto na relacdo mar e rio, a zona estuarina é tida como elo de ligacdo para os animais,
atendendo suas necessidades como alimentacdo, crescimento, reproducdo e protecdo
(SANTOS et al., 2006).

Na faixa litordnea da Ilha do Maranhdo muitos estuarios sofrem com os mais
variados impactos ambientais, principalmente com o processo de urbanizacdo. Como as
grandes cidades estdo localizadas na faixa litoranea, os estuarios sao locais propicios
para especulacdo imobiliéria, degradando a qualidade ambiental desses ecossistemas
como a liberacdo de efluentes urbanos e lixo nos rios que desdguam nas areas
interligadas ao sistema estuarino.

Os sistemas estuarinos e as areas de manguezal, de modo especial, sdo aqueles com
maiores riscos, tanto bioldgicos quanto socioecondmicos, e sdo regides onde as medidas
de manejo, quando bem estudadas e planejadas, resultam em significativa melhoria
ambiental (ARAUJO et al., 2011).

Nesse contexto, o estudo das respostas bioldgicas de peixes tem sido considerado
como promissoras ferramentas para avaliar a qualidade ambiental e identificar possiveis
poluentes capazes de causar danos a saude humana e as espécies em ambientes
impactados.

O uso sistematico das respostas de organismos Vvivos, seja ele como um todo ou,

através de um determinado tecido, para avaliar mudangas ocorridas no ambiente,
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geralmente causadas por acGes humanas é definido como biomonitoramento
(MATTHEWS et al., 1982; SILVA et al., 2003).

O biomonitoramento utilizando respostas bioldgicas como indicadores de
degradacdo ambiental é vantajoso, pois 0s organismos integram as condi¢cdes ambientais
durante toda a sua vida, e podem responder com especificidade em relacdo a certos tipos
de impacto, ja que inUmeras espécies sdo comprovadamente sensiveis a um tipo de

poluente, mas tolerantes a outros.

3.2 Peixe como bioindicador de contaminagdo ambiental

O termo bioindicador refere-se as espécies sentinelas que sdo utilizadas como
primeiros indicadores de efeito da contaminacéo de seu habitat (ADAMS, 2002).

Os peixes sdo excelentes organismos sentinelas no biomonitoramento de
ecossistemas aquaticos, pois estdo diretamente expostos aos agressores deste
compartimento ambiental, reagindo sensivelmente a quaisquer alteracbes no meio
(LEMOS et al., 2007). Apesar da dificuldade em se estabelecer ligacfes diretas entre
efeitos ecoldgicos e a satde humana, o uso de espécies da fauna nativa como sentinelas
de problemas ambientais é a base conceitual para esta conexdo (SILVA et al., 2003).

Ao escolher um bioindicador, devem ser observadas algumas -caracteristicas
importantes como: abundancia no ambiente, tamanho relativamente grande, longo ciclo
de vida, adaptacdo a ensaios laboratoriais, dentre outros (AKAISHI et. al, 2004;
JOHNSON et al., 1993).

No presente estudo utilizaram-se espécies do género Centropomus (Pisces,
Centropomidae) conhecidas popularmente como robalo. A espécie Centropomus
undecimalis foi escolhida devido a seus espécimes serem passiveis de acumular
contaminantes, pois S&0 carnivoros e por serem representativos nas areas de estudo nos
dois periodos sazonais durante o ano.

Os robalos ou camurins sdo peixes marinhos de aguas costeiras que adentram 0s
estuarios e rios de dgua doce nas diferentes fases de seu ciclo de vida. Habitam, portanto, as
principais bacias hidrograficas de sua area de ocorréncia nos seus cursos inferiores
(GILMORE et al., 1983; ALVAREZ-LAJONCHERE et al., 1982).
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Na costa brasileira existe 4 espécies catalogadas: Centropumus undecimalis,
Centropomus parallelus, Centropomus ensiferus e Centropomus pectinatus. Dentre estas,
C. undecimalis e C. parallelus séo espécies comercialmente importantes no Brasil.

Os peixes robalos sdo espécies eurihalinas, podendo ser encontradas tanto no mar como
nas aguas salobras estuarinas, lagunas, desembocaduras de rios e lagoas de agua doce, com
acesso temporério ou permanente. Sua adaptacdo a diferentes habitats e salinidade os
caracterizam como peixes rasticos e gregarios que aceitam bem o cativeiro; carnivoros e

vorazes alimentam-se de peixes, crustaceos e moluscos (MUHLIA-MELO et al., 1995).

3.3 Biomarcadores de contaminagdo ambiental

Biomarcadores séo respostas biologicas adaptativas a estressores, evidenciadas como
alteracbes bioquimicas, celulares, histolégicas, fisioldgicas ou comportamentais
(DEPLEDGE, 1994). Os biomarcadores podem ser classificados em trés tipos: de
exposicdo, efeito ou suscetibilidade (JESUS; CARVALHO, 2008).

Os biomarcadores de exposicdo sao alteracBes bioldgicas mensuraveis que evidenciam
a exposi¢do dos organismos a um poluente (JESUS; CARVALHO, 2008), podem ser
usados para confirmar e avaliar a exposi¢éo individual ou de um grupo, estabelecendo uma
ligacdo entre a exposicao externa e a quantificacdo da exposi¢do interna (RUDIGER, 1999;
WHO, 1993).

Os biomarcadores de efeito, ndo fornecem informagGes sobre sua natureza, mas séo
caracteristicos da ocorréncia de um estresse que pode ser reversivel. Sdo caracterizados pela
inducdo de mecanismos de defesa celular, que se iniciam sempre como uma resposta
adaptativa em nivel molecular/bioguimico. No entanto, se esse mecanismo falhar ou se sua
capacidade de resposta for ultrapassada, poderdo ser desencadeadas alteracdes fisiologicas
ou histologicas, podendo ser irreversiveis, dependendo da capacidade do sistema ou 6rgéo
em responder ao estressor (WINZER et al., 2001).

Os biomarcadores de suscetibilidade podem ser definidos como indicadores de processo
que causa variagdes de respostas ao longo do tempo e entre exposicéo e efeito (BARRETT
et al., 1997), sdo predominantemente geneticos, embora a patologia, alteragdes fisiologicas,
medicamentos e exposicdo a outros agentes ambientais também possam alterar a
suscetibilidade individual (RUDIGER, 1999; WHO, 1993).
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Neste trabalho, utilizaram-se biomarcadores de efeito, as alteracBes branquiais e
alteracdes genotoxicas detectadas pelo Teste do Micronlcleo e biomarcador de exposi¢ao
por meio do Ensaio Cometa.

Diante disso, a utilizacdo de biomarcadores de contaminacdo em peixes nas areas de
estudo podera auxiliar em programas de monitoramento ambiental pelos gestores locais, ja
que metodologias baseadas em pardmetros biol6gicos apresentam muitas vantagens, tais
como alta sensibilidade, rapidez e baixo custo.

3.3.1 Biomarcadores Histopatoldgicos

O exame histopatoldgico € reconhecido cada vez mais como uma ferramenta valiosa
para a avaliacdo do campo de poluentes ambientais em peixes (HEALTH, 1995; THE et al.,
1997). Atualmente os biomarcadores histopatolégicos vém sendo utilizados para
documentar e quantificar tanto a exposi¢ao quanto o efeito dos poluentes (WINKALER et
al., 2001; PACHECO; SANTOS, 2002; VEIGA et al., 2002; MELETT] et al., 2003).

As alteracBes histoldgicas em o6rgaos de peixes sdo biomarcadores de efeito da
exposicdo aos estressores do meio ambiente (HINTON et al., 1992). Essas alteracOes
histologicas resultam de uma variedade de mudancas bioquimicas e fisioldgicas no
organismo, que podem levar a formacéo de lesdes nas células, tecidos ou 6rgdos (HINTON;
LAUREN, 1990; HINTON et al., 1992).

As alterages teciduais em branquias de peixes tém sido muito utilizadas em estudos
de biomonitoramento de ambientes aquaticos, devido as branquias serem um 6rgao chave a
exposicdo de poluentes.

A grande superficie do epitélio respiratério branquial e a alta taxa de perfusdo
facilitam a entrada de poluentes neste tecido e por estar em contato direto com o0 meio
externo é altamente suscetivel as alteragbes ambientais (HINTON; LAUREN, 1990;
POLEKSIC; MITROVIC-TUTUNDZIC, 1994).

Os efeitos dos poluentes sobre a estrutura branquial tém sido muito estudados em
peixes expostos a testes em laboratorio ou coletados em ambientes naturais poluidos. No
Maranh&o varios estudos validaram alteraces branquiais em peixes como excelentes
biomarcadores de contaminacdo aquatica (CARVALHO-NETA et al., 2012; PINHEIRO-
SOUSA et al., 2013; CANTANHEDE et al., 2014; PEREIRA et al., 2014; SANTOS et al.,
2014).
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3.3.2 Biomarcadores Genotoxicos

Os biomarcadores genotoxicos avaliam os efeitos de poluentes mutagénicos no
material genético dos organismos (KENDALL et al., 2001). Esses efeitos induzem
alteracBes estruturais nos cromossomos ou has sequéncias de pares de bases (AL-SABTI,
METCALFE, 1995), assim como, modifica¢des quimicas ou fisicas no DNA (AKCHA et
al., 2004).

O emprego de parametros genotdxicos, principalmente em organismos aquaticos
como forma de avaliacdo da qualidade hidrica, permite avaliar o efeito dos poluentes no
meio, bem como alteracfes de seu potencial toxico ou genotdxico apds interagdo com o
ambiente (JESUS; CARVALHO, 2008).

A avaliacdo de genotoxicidade em ambientes aquéaticos poluidos utilizando
peixes como biomonitores, vem sendo amplamente utilizada em monitoramento
ambiental. Estes estudos tém demonstrado a sensibilidade desses organismos na
deteccdo de efeitos adversos provocados por contribuicBes antrépicas diversas
(ANDRADE et al., 2004; LEMOS et al., 2007).

Os estudos sobre ensaios de genotoxicidade utilizando peixes indicam que estes
podem ser utilizados para o estabelecimento de um modelo adequado de monitoramento
de genotoxicidade de ambientes aquaticos e da qualidade das &guas devido a sua
capacidade de metabolizar xenobidticos e acumular poluentes (CHAUDHARY et al.,
2006).

Atualmente o teste do micronicleo e o ensaio do cometa tém sido muito
utilizados para avaliar danos ao material genético causados por substancias xenobioticas
nos organismos. Essas técnicas apresentam grande sensibilidade, simplicidade e rapidez

de resposta em estudos de genotoxicidade.

3.3.2.1 Teste do Micron(cleo

O Teste do Micronucleo inicialmente desenvolvido em eritrocitos de medula
0ssea de camundongos (SCHIMID, 1976) tem sido recomendado para estudos de
biomonitoramento ambiental, principalmente por sua capacidade de detectar agentes
clastogénicos e aneugénicos, requerendo proliferacdo celular para a observacdo do
biomarcador de efeito (FENECH, 2000; RIBEIRO et al., 2003).
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Micronucleos séo formados a partir da condensacao dos cromossomos acéntricos
(fragmentos de cromossomos) e/ou cromossomos inteiros que ndo migraram para 0S
polos dos fusos mitoticos na mitose celular. A formacdo do micronicleo completa-se na
telofase com o envolvimento do material genético por uma membrana nuclear
(FENECH; MORLEY, 1985a, 1985b)

A frequéncia de microndcleos vem sendo usada como indicagdo répida e
sensivel tanto de aberracBes devido a quebras, como de perdas que levam a
anormalidades cromossémicas numericas (HEDDLE et al., 1991; MATEUCA et al.,
2006). O objetivo do teste do microndcleo é a avaliacdo do potencial mutagénico que as
substancias tém de causar danos cromossomicos estruturais e/ou numérico em células
em estagio de divisdo. Esses danos cromossémicos, geralmente estdo associados com o
aparecimento e/ou progressdo de tumores, e com efeitos reprodutivos adversos

(RIBEIRO et al., 2003), o que torna importante sua deteccao precoce.

3.3.2.2 Ensaio Cometa

O Ensaio Cometa (eletroforese em gel de células individuais) é amplamente
utilizado para testar agentes genotdxicos de dejetos industriais, domésticos e agricolas,
inducdo de danos e reparo no DNA, no biomonitoramento de populagdes expostas, bem
como em aplicacdes clinicas (WHITE; RASMUSSEN, 1998; HARTMANN et al.,
2003).

O Ensaio Cometa é um método de eletroforese em microgel rapido e eficiente
quando usada para a deteccdo e quantificacdo de quebras das fitas do DNA em células
individuais, usando microscopia (SINGH et al., 1988; FAIRBAIRN, et al., 1995).

Vérias sdo as metodologias empregadas para avaliar a extensdo do dano
ocasionado ao DNA. Uma das medidas utilizadas nesta avaliacdo é feita pela relagédo
entre o raio do nucleo e a extensdo das caudas formadas pelo DNA em migragdo. Esta
analise tanto pode ser feita visualmente como através de programas computacionais
especiais. Outros padrdes e técnicas de medida de dano também podem ser utilizados
(FERRARO et al., 2004).

Para alguns autores, o tamanho da cauda é proporcional a dimensao do dano que
foi causado, mas é de consenso que a simples visualizagdo do “cometa” ja significa que

danos estdo presentes no DNA, podendo ser quebras de fita simples, duplas, crosslinks,
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sitios de reparo por excisdo e/ou lesdes alcali-labeis, alteracGes detectadas na técnica
alcalina (SILVA, 2007).

A simplicidade e sensibilidade do Ensaio Cometa fazem dele um sistema
adequado de teste para biomonitoramento em niveis crénicos de exposicéo, podendo ser
utilizado em inimeras analises onde se podem avaliar células viaveis (BELPAEME et
al., 1998). Aléem das vantagens e do relativo baixo custo, o Ensaio Cometa difere de
outros ensaios que detectam danos no DNA por requerer células viaveis, mas ndao em
divisdo, permitindo, assim, sua aplicacdo a qualquer tipo de tecido dos quais células
vivas possam ser obtidas (COLLINS et al., 1997; RIBEIRO et al., 2003).

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Area de estudo

A pesquisa foi realizada em dois estuarios da Ilha do Maranhdo: a bacia do rio
Bacanga (S1) e o estuario do Pau Deitado (S2) (Fig. 1).

Figura 1. Localizag8o das &reas de estudo Bacia do rio Bacanga e estuério do Pau Deitado, llha do
Maranhdo, Brasil.
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A bacia do rio Bacanga, localizada na porcdo noroeste da Ilha, € uma das
maiores areas verdes do Estado do Maranh&o e importante pelo conjunto de suas bacias
e diversidade ecoldgica, o que levou o Poder Publico a criar o Parque Estadual do
Bacanga (MARANHAO, Decreto Estadual n°7545/1980). A bacia abriga ainda a Area
de Protecdo ambiental (APA) do Maracand criada pelo Decreto Estadual n°
12.103/1991(MARANHAO, 1991).

A intensa urbanizagcdo na margem do rio Bacanga tem alterado a dinamica do
local, afetando a biodiversidade e a qualidade do corpo hidrico por meio de lancamentos
de esgotos domeésticos e lixo.

O estuario do Pau Deitado, localizado na localidade do Pau Deitado, Municipio
de Paco do Lumiar — MA, desagua na baia de Curupu e apresenta uma extensa area de
manguezais. Esta localizado distante do centro urbano, porém apresenta ocupacao em

sua margem, como bares e residéncias.

4.2 Coleta dos peixes

Espécimes de C. undecilamis, popularmente conhecidos como robalos (Fig. 2)
foram coletados em 2015 no periodo chuvoso, nos meses de Abril e Maio, e no periodo
seco, nos meses de Setembro a Novembro em ambas as areas de estudo, bacia do rio
Bacanga (2°32°53” S e 44°18’15” W) e no estuario do Pau Deitado (2°31'49" S e
44°523" W).

Os exemplares de peixes foram capturados por pesca artesanal com o uso de tarrafa.
Em campo foram medidos os comprimentos total (LT) e padrdo (LP) dos peixes. No
laboratério de Morfosisiologia Animal do Departamento de Quimica e Biologia,
Universidade Estadual do Maranhdo, foi determinado o sexo e estagio gonadal (EG)
segundo Vazzoler (1996). O EG foi classificado em: | ou imaturo, Il ou em maturacéo,

Il ou em maturacdo avancgada e IV ou maduro.
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Figura 2. Exemplar de peixe do género Centropomus, coletado na bacia do rio Bacanga, Sao Luis,

Maranhdo

4. 3 Analise da 4gua

As amostras de agua foram coletadas em frascos plasticos e armazenadas em caixa
isotérmica com gelo para as analises. Os parametros foram comparados com a resolugéo n
©357/2005, do Conselho Nacional do Meio Ambiente - CONAMA (BRASIL, 2005).

4.3.1 Fisico-quimica

Os parametros analisados foram temperatura, pH, oxigénio dissolvido e
salinidade, obtidos in situ pelo multiparametro HANNA com GPS HI 9828.

4.3.2 Metais

Os metais analisados foram: zinco (Zn), cobre (Cu), ferro (Fe), aluminio (Al),
cadmio (Cd), mercirio (Hg) e chumbo (Pb) detectados através da tecnica de
espectrometria de absorcdo atdbmica, no Laboratério de Solos da Universidade Estadual

do Maranhdo.
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4.4 Analise histopatoldgica das branquias

O arco branquial direito dos peixes foi retirado e fixado em formaldeido a 10%.
No laboratério de Morfofisiologia Animal do Departamento de Quimica e Biologia,
Universidade Estadual do Maranh&o, o segundo arco branquial foi descalcificado em
acido nitrico a 10% por seis horas e em seguida o material foi desidratado em série
crescente de alcoois (70%, 80%, 90%), diafanizado em xilol, impregnado e incluso em
parafina. Os cortes transversais para a confec¢ao das laminas foi de Sum de espessura e
as laminas coradas com Hematoxilina e Eosina (LUNA, 1968) para posterior leitura e
analise das lesdes branquiais.

As alteracBes histologicas foram avaliadas semiquantitativamente para cada
peixe pelo célculo do indice de Alteracdo Histologica (IAH) baseado na severidade de
cada lesdo e classificadas em fases progressivas de danos nos tecidos através da
formula: TAH= 1=} | + 10} Il + 100xY Ill, em que: | refere-se as alteracbes de
estagio I, que ndo comprometem o funcionamento do 6rgdo; Il as alteracbes de estagio
I1, mais severas e que prejudicam o funcionamento normal do érgéo; e Il as alteracbes
de estagio I, muito severas e irreversiveis. O valor do IAH foi dividido em cinco
categorias: 0-10 = indica funcionamento normal do 6rgdo; 11-20 = indica alteracéo leve
do 6rgdo; 21-50 = indica alteragdo moderada do 6rgdo; 51-100 = indica alteracéo severa
no Orgao; >100 = indica alteracdo irreparavel no érgdo (POLEKSIC; MITROVIC -
TUTUNDZIC, 1994).

4.5 Analise genotdxica em eritrocitos

4.5.1 Teste do Microndcleo

O sangue dos peixes foi coletado com o auxilio de seringa do tipo insulina
através de puncdo branquial do arco esquerdo. Em seguida, realizou-se em laminas o
esfregaco sanguineo. No laboratorio, as ldminas secaram por 24 horas e foram coradas
com Rosenfield modificado (RANZAINI-PAIVA et al., 2013).

Foram analisadas 2.000 células por peixe em microscopio Optico para a
contagem dos micronucleos e deteccdo de anormalidades nucleares (AN) segundo
Fenech et al. (2003).
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4.5.2 Ensaio Cometa

A anélise genotdxica foi realizada somente no periodo chuvoso, a metodologia
utilizada do Ensaio Cometa (EC) foi a técnica alcalina descrita por Singh et al. (1988),
com algumas adaptacdes.

No campo, o sangue dos peixes foi coletado por puncdo branquial com auxilio
de seringas tipo insulina (ImL) e o material armazenado em tubo eppendorf com
heparina. No laboratério de Patologia Molecular do curso de Medicina Veterinaria,
Universidade Estadual do Maranh&o, foi misturado 1pl de sangue com 100ul de soro
bovino, da suspensdo, 10ul foi misturado com 150ul de agarose low melting 0,75%.
Deste material, colocou-se 75l sobre a 1dmina de pré-cobertura (agarose normal 1,5%)
e as laminas foram armazenadas na geladeira por um periodo médio de 30min.
Posteriormente as laminas (sem laminulas) foram imersas em cubeta de vidro com
solugdo de lise gelada por 24h. A solucdo de lise é uma solucéo detergente contendo
altas concentracdes de sais, que promovem a desintegracdo das membranas celulares.
Apbs a lise, as laminas foram transferidas para uma cuba horizontal de eletroforese
contendo tampéo alcalino (NaOH 300mM + EDTA 1mM, pH ~13) gelado e mantidas
por 20 min e 0 material correu na eletroforese (25 V, 300 mA) por 15 min. Durante o
tratamento alcalino, ocorre o relaxamento e a desespiralizagdo dos sitios de rompimento
da molécula de DNA. Em seguida, as laminas foram neutralizadas com tampao TRIS
(NH2.C(CH20H)3) por 15 min para a remocao de sais e detergentes, fixadas por 10min
e coradas com nitrato de prata. Da confec¢do das laminas até a eletroforese os
procedimentos foram realizados no escuro.

Para a avaliacdo dos danos do DNA, foram analisados aleatoriamente 100
nucleoides por peixe com 0 uso de microscopio optico (400x). Os nucleoides foram
classificados em classes de 0 a 3, segundo o grau de danos no DNA (KOBAYASHI et
al., 1995). Para cada peixe foi calculado o escore de danos: soma do total de células

com danos por classe vezes o valor da mesma (S1x 1+ S2x 2 + S3 x 3).

4.6 Andlise Estatistica

Os dados de MN entre os periodos sazonais e entre as areas e 0s scores das classes

de danos no DNA foram comparados pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, Método de
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Dun, com o uso do software BioEstat 2.0. O resultado é considerado positivo se observado

diferenca significante de no minimo p<0,05 entre os dados analisados.

5 RESULTADOS

Dos exemplares de robalos amostrados, 23 exemplares foram coletados na
barragem da bacia do rio Bacanga, sendo 14 e 9 nos periodos chuvoso e seco
respectivamente. No estudrio do Pau Deitado, 16 exemplares foram capturados, dos
quais 6 no periodo chuvoso e 10 na estiagem. Dos peixes, 0 nimero de machos foi igual
ao numero de fémeas em ambas as areas no periodo de chuva, enquanto que na estiagem
houve um maior numero de machos coletados (Tab. 1).

Tabela 1. Médias dos dados biométricos entre machos e fémeas de Centropomus undecimalis coletados
nos periodos chuvoso e seco de 2015 por area.

S1 S2
Chuvoso Seco Chuvoso Seco
cm Machos Fémeas Machos Fémeas Machos Fémeas Machos Fémeas
n=7 n=7 n=7 n=2 n=3 n=3 n=6 n=4
LT 15,57 15,57 21,57 22,25 23 20,33 17,25 24,37
LP 12,93 12,78 17,93 18,25 18,67 16,67 14,67 20,37

n: nimero de individuos; LT: comprimento total; LP: comprimento padrdo; S1: Barragem da bacia do
rio Bacanga; S2: Estudario do Pau Deitado.

A maioria dos exemplares para ambos 0s sexos estava no estagio inicial de
maturacdo gonadal no periodo chuvoso nas duas areas. Na estiagem, 0s peixes
amostrados da bacia do rio Bacanga, tanto machos quanto fémeas apresentaram maior
frequéncia de individuos no estagio I, ja no estuario do Pau Deitado, a maioria dos

machos eram imaturos, enquanto que a maioria das fémeas estavam em maturacao
gonadal (Tab. 2).

Tabela 2. Frequéncia dos estagios gonadais entre machos e fémeas de Centropomus
undecimalis coletados nos periodos chuvoso e seco de 2015 por area.
Frequéncia (%)

Chuvoso Seco
S1 I I 1l v | I Il v
Macho 100 0 0 0 57 29 14 0
Fémea 100 0 0 0 100 0 0 0
S2
Macho 100 0 0 0 83 17 0 0
Fémea 75 0 25 0 25 75 0 0

S1: Barragem da bacia do rio Bacanga; S2: Estuario do Pau Deitado; I: imaturo; II: em
maturacdo; I11: maturagdo avancada; IV: maduro.
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5.1 Analise da 4gua

Os resultados das analises fisico-quimicas das amostras estdo apresentados na
Tabela 3. Dos parametros, a concentracdo de oxigénio dissolvido em todas as coletas
nas duas areas de estudo foi abaixo do valor estabelecido pela resolucio CONAMA
357/2005. Outro parametro que estava em desacordo com a resolucdo foi o pH, mas
somente no periodo chuvoso da Bacia do rio Bacanga.

Tabela 3. Valores dos parametros fisico-quimicos da amostras de dgua coletadas no periodo chuvoso e
seco de 2015 por area.

Chuvoso Seco Resolugéo
Parametro S1 S2 S1 S2 CONAMA 357/2005
Oxigénio dissolvido (mg/L) 2,7* 3,9* 4,5* 2,9* >S5 mg/L
pH 6,44* 6,85 8,39 7,8 6,5a8,5
Temperatura (°C) 27,9 28,2 28,2 28,4 <40°C
Salinidade (ppt) 32 34 33,5 40,5 -

S1: Barragem da bacia do rio Bacanga; S2: Estuario do Pau Deitado; *valores abaixo do permitido pela
resolucdo, gua salobra, classe .

Quanto a andlise de metais, dos elementos analisados, na bacia do rio Bacanga o
mercurio e o chumbo estavam com valores acima do permitido pela resolucéo, tanto na
chuva quanto na estiagem. No estuario do Pau Deitado a maioria dos elementos estava
em desacordo com a resolucdo em ambos os periodos (Tabela 4).

Tabela 4. Concentragdo dos metais analisados nas amostras de &gua coletadas nos periodos chuvoso e
seco de 2015 por area.

Resolugdo Zinco Cobre Ferro  Aluminio Cadmio Mercdrio Chumbo

CONAMA (2Zn) (Cu) (Fe) (Al (Cd) (Ho) (Pb)

357/2005 mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L
0,09 0,005 0,3 0,1 0,005 0,0002 0,01

Chuvoso
S1 0,0091 nd 0,1204 nd 0,0041 0,0632* 0,9018*
S2 nd nd 0,5435* 0,4639* 0,0029 0,0663* 1,0281*
Seco
S1 nd nd 0,1047 nd 0,0021 0,0463* 0,7762*
S2 nd nd 0,0480 0,3059* 4,7353* 0,0094* 1,0277*

nd: ndo detectado; S1: Barragem da bacia do rio Bacanga; S2: Estuario do Pau Deitado; *valores acima
do permitido pela resolugdo, 4gua salobra, classe I.
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5.2 Histopatologia das branquias

A estrutura branquial de C. undecimalis possui 0 mesmo padrdo dos peixes
teledsteos, cada arco branquial tem uma estrutura cartilaginosa e possui uma fileira dupla de
filamentos branquiais que se subdividem em lamelas, onde ocorre o processo de trocas
gasosas. Os filamentos branquiais possuem um epitélio estratificado, constituido por
diversos tipos de células, como as células de muco e de cloro; j& o epitélio de revestimento
das lamelas € constituido por uma Gnica camada de células pavimentosas, cuja lamina basal

esta apoiada no sistema de células pilares (Fig. 3).

Figura 3. Estrutura branquial normal de Centropomus undecimalis coletados nos periodos chuvoso e seco de
2015. A: 1 - lamela secundaria; 2 — seio venoso; 3 — epitélio basal; 4 — epitélio filamentar. B: 1 — apice do
filamento; 2 — sistema de células pilares.

As alterages histolégicas encontradas nos exemplares de robalos estudados foram:
descolamento do epitélio de revestimento da lamela secundaria, hiperplasia das células
epiteliais, fusdo completa ou incompleta das lamelas, proliferacdo das células de muco
principalmente no apice do filamento, altera¢bes vasculares como congestao do sistema de
células pilares, dilatacdo do seio venoso e aneurisma (Fig. 4, Tab. 5).
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Figura 4. AlteracOes histolégicas em branquias de Centropomus undecimalis coletados nos periodos chuvoso e
seco de 2015. A: 1 —descolamento do epitélio lamelar; 2 — hiperplasia das células epiteliais; 3 — dilatacdo do
seio venoso. B: 1 — hiperplasia das células de muco no &pice do filamento. C: 1 — Congestéo vascular lamelar.
D: 1 — fuso completa de todas as lamelas.
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Tabela 5. Classificacao das alteracGes histoldgicas branquiais de Centropomus undecimalis coletados nos
periodos chuvoso e seco de 2015 por area.

Estégio Alteracdes Frequéncia (%)
Chuvoso Seco
S1(n=14) S2(n=6) S1(n=9) S2(n=10)
Congestdo vascular 100 100 77,78 100
Deslocamento do epitélio das lamelas 92,86 83,3 33,3 20
secundarias
Desorganizacdo das lamelas secundarias 35,71 16,67 0 0
Hiperplasia ou hipertrofia das células 100 100 100 80
I epiteliais
Fusdo incompleta de varias lamelas 14,29 0 0 0
secundarias
Fusdo completa de véarias lamelas 100 100 88,89 70
secundarias
Dilatacdo do seio venoso 85,71 66,67 88,89 100
Presenca de parasito 35,71 16,67 11,1 10
Hiperplasia ou hipertrofia das células de 42,86 83,3 44,4 70
muco
1 Rompimento do sistema de células pilares 92,86 66,67 88,89 70
Aneurisma lamelar 21,43 33,3 22,2 40

S1: Barragem da bacia do rio Bacanga; S2: Estuario do Pau Deitado; n: nimero de individuos.
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Das alteracdes de estagio I, na bacia do rio Bacanga todos 0s peixes apresentaram
hiperplasia das células epiteliais em ambos os periodos sazonais, enquanto que no estuario
do Pau Deitado, a lesdo comum foi congestéo vascular das lamelas. Quanto as alteracGes de
estagio Il, o rompimento do sistema de células pilares foi mais frequente na barragem da
bacia do rio Bacanga e no estuario do Pau Deitado, a hiperplasia das células de muco
predominou.

Na avaliacdo da frequéncia da intensidade das alteracBes branquiais a média dos
valores do Indice de Alteracio Histologica por é&rea esta representada na Tabela 6,

indicando lesdes moderadas nas branquias dos peixes amostrados.

Tabela 6. Médias do IAH nos periodos chuvoso e seco de 2015 por area.

|1AH
Chuvoso Seco
S1 21,36 19,11
S2 23,17 215

IAH: Indice de Alteracdo Histoldgica; S1: Barragem da bacia do rio Bacanga; S2: Estuério do Pau Deitado.

Quanto as categorias, a maioria dos peixes em ambas as areas apresentaram

alteracOes leves a moderadas (Tab. 7).

Tabela 7. Frequéncia da intensidade das alteraces em branquias de Centropomus undecimalis coletados nos
periodos chuvoso e seco de 2015 por area.

Frequéncia (%)

Categorias do I1AH Chuvoso Seco
S1(n=14) S2(n=6) S1(n=9) S2(n=10)
Sem alteracdes 0 0 111 0
Alteracdes leves 42,9 50 444 50
AlteracGes moderadas 57,1 50 444 50
AlteracBes Severas 0 0 0 0
Alteragdes Irreversiveis 0 0 0 0

n: ndmero de individuos; S1: Barragem da bacia do rio Bacanga; S2: Estuario do Pau Deitado; IAH: Indice de
Alteracdo Histoldgica.

5.3 Analises genotoxicas
5.3.1 Teste do Micronucleo
Nos esfregacos sanguineos dos exemplares de C. undecimalis observou-se

micronucleo (MN) e alteracGes nucleares (AN) dos tipos: Notched, Lobed, Blebbed e célula
binucleada (Fig. 5).
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Figura 5. Teste do Microndcleo em eritrécitos de Centropomus undecimalis coletados nos periodos chuvoso e
seco de 2015. A. Eritrécito normal; B. Micronicleo — seta; C. Notched — seta; D. Lobed — seta; E. Blebbed —
seta; F. Célula binucleada. Coloracao Rosenfield modificada. Aumento 1000x

R
.0, ® & % o

Na Tabela 8 constam as meédias da frequéncia de MN e de AN observados nos
eritrocitos dos peixes amostrados. Os valores para 0 MN apresentaram diferengas
significativas entre as duas localidades no periodo chuvoso, mostrando que a bacia do rio
Bacanga é mais impactada. Na comparacédo da frequéncia de MN por periodo sazonal por
area, a bacia do rio Bacanga apresentou diferenca significativa nos resultados, sendo os
maiores danos encontrados na chuva. Em relacdo as AN, na bacia do rio Bacanga a maior
frequéncia nos peixes amostrados foi durante as chuvas, enquanto que no estuério do Pau

Deitado foi na estiagem.

Tabela 8. Médias das frequéncias de Micronicleos e Alteracfes Nucleares em eritrdcitos de Centropomus
undecimalis coletados nos periodos chuvoso e seco de 2015 por area.

Chuvoso
MN/DP AN/DP
S1 (n=14) 3,43%+1,87 14,64+8,02
S2 (n=6) 0,66°+0,82 4,1645,49
Seco
S1 (n=9) 1,56% 1,33 7,11+ 7,13
S2 (n=10) 0,7+ 1,06 7+ 8,27

n: ndmero de individuos; MN: micronucleo, AN: alteracbes nucleares; DP: desvio padrdo; S1: Barragem da
bacia do rio Bacanga; S2: Estuario do Pau Deitado; ® p<0,05.

® _ comparag#o entre as duas areas no periodo chuvoso.

o« _ comparag&o entre os periodos sazonais na bacia do rio Bacanga.

5.3.2 Ensaio Cometa

A Figura 6 mostra os niveis de lesdes analisados no DNA fragmentado dos

eritrocitos dos exemplares de robalo.
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Figura 6. Niveis de danos do DNA no Ensaio Cometa em eritrécitos de Centropomus undecimalis. A: Classe 0
(DNA intacto, nucleoide — seta); B: Classe 1 (DNA com baixo nivel de danos); C: Classe 2 (DNA com nivel
médio de danos); D: Classe 3 (DNA com nivel alto de danos, cauda do cometa ). Colora¢do com prata.
Aumento 400x

Os valores meédios dos escores de danos no DNA apresentaram diferencas
significativas em que os maiores danos foram encontrados nos exemplares da bacia do rio
Bacanga (Tab. 9).

Tabela 9. Média das classes e dos escores de danos no DNA de eritrdcitos de Centropomus undecimalis.

Area Amostras (n) Classes de danos T Score
0 1 2 3
S1 14 4,717 10,93 20,29 63,36 94,57+4,73 241,57+42,9*
S2 6 6,67 24 37,83 31,5 93,3+10,17 194,16+40,38*
S3 6 3,67 18,5 26,67 51,17 96,33+3,01 225,33+28,7*

T: soma de células com danos; S1: area contaminada; S2: area controle; * p<0.05.

6 DISCUSSAO

A proporcéo sexual varia ao longo do ciclo de vida em fungdo de eventos que atuam
de modo distinto sobre os individuos de cada sexo (VAZZOLER, 1996). Os robalos sdo
organismos hermafroditas protandricos (TAYLOR et al., 2000), assim espera-se encontrar
uma proporcao maior de individuos machos nos tamanhos menores, a proporgdo de fémeas
aumenta nos tamanhos maiores. Por isso, a maioria dos robalos amostrados foi machos em
ambas as areas. A proporcao de machos maior que a de fémeas numa populagéo de jovens é
estratégia reprodutiva de hermafroditas protandricos (TAYLOR et al., 2000; PERERA-
GARCIA et al., 2011).

Em relacdo ao uso dos biomarcadores, as lesdes histologicas em branquias séo
muito utilizadas em estudos de avaliacdo da qualidade ambiental de ecossistemas aquaticos,
tanto em ambientes naturais (NOGUEIRA et al., 2008; FLORES-LOPES; THOMAZ,
2011; NOGUEIRA et al.,, 2011; SANTOS-FILHO et al., 2014) quanto em ensaios
toxicoldgicos (BRESEGHELO et al., 2004). Esses biomarcadores vém sendo utilizados em

peixes no Maranhdo para avaliar a qualidade da agua de ambientes naturais e de
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pisciculturas (CARVALHO-NETA et al., 2012; PINHEIRO-SOUSA et al., 2013;
PEREIRA et al., 2014; SANTOS et al., 2014).

Cantanhéde et al., (2014), foram os primeiros autores a aplicar esses biomarcadores
em espeécies de C. undecimalis ao avaliar a poluicdo de um ambiente estuarino em Séo Luis
—MA, considerado area de protecdo ambiental.

J4& o teste do Micronicleo € bastante empregado em biomonitoramento
ecotoxicolégico principalmente, por detectar alteracbes em células apds a divisdo. O
mecanismo de formacdo dos micronucleos depende da ocorréncia da divisao celular apés a
exposicdo ao agente genotoxico. O tempo necessario para a ocorréncia da divisédo celular é
dependente do tipo de tecido, da espécie que esta sendo utilizada e das condiges
ambientais (AL-SABTI; METCALFE, 1995). O presente trabalho é o primeiro a utilizar o
este em peixes de Centropomus no litoral maranhense.

Kirschbaum et al. (2009) avaliando a citogenotoxicidade de dois estuarios em S&o
Paulo associou as alteracfes nucleares encontradas em Centropomus parallelus a exposicéo
de contaminantes.

Outro resultado semelhante foi de Souza et al. (2013), em que analisaram dois
estuarios no Espirito Santo afetados por acfes antropogénicas utilizando também C.
parallelus. Os pesquisadores relataram os niveis de metais da &gua e sedimento e sua
influéncia sobre biomarcadores genético, bioquimico e morfoldgico.

Em relacdo a técnica do Ensaio Cometa, esta € uma metodologia adequada para o
monitoramento da genotoxicidade de ambiente aquatico. Dentre as inimeras aplicacfes do
ensaio do cometa, a eficiéncia da técnica para a deteccdo do potencial genotdxico de
contaminantes aquéticos tem sido descrita por muitos autores (BUCKER et al., 2006;
SOUZA; FONTANETT]I, 2007; SCALON et al., 2010).

Di Paolo (2006) aplicou 0 Ensaio Cometa em eritrécitos de Centropomus parallelus
para avaliar o potencial genotoxico da B-naftoflavona, o teste mostrou maiores danos nos
grupos expostos in vitro a substancia comparada ao grupo controle.

Os resultados para os biomarcadores aqui obtidos demostram que as espécies de C.
undecimalis podem ser utilizadas com sucesso como organismos sentinelas. Muitos peixes
do género Centropomus sdo carnivoros, 0s peixes carnivoros podem acumular metais em
seus tecidos, visto que, os maiores teores de metais sdo encontrados em peixes que estdo no
topo da cadeia tréfica (CUI et al., 2011; KEHRIG et al., 2009).

Organismos pertencentes ao topo da cadeia alimentar s&o comumente utilizados na

avaliagdo da contaminagdo ambiental por metais por possuirem intrinseca relagdo com toda
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a cadeia inferior, indicando respostas de efeitos cronicos, acumulativos e persistentes no
nivel de cadeia, além de efeitos diretos no nivel do individuo (DOREA et al., 2004;
DURRIEU et al., 2005; KEHRING et al., 2009; CUl et al., 2011).

Através dos resultados, pdde-se perceber que os biomarcadores analisados sdo boas
ferramentas na avaliacdo da qualidade ambiental das areas estudadas. Quanto aos
parametros fisico-quimicos, a baixa concentragdo de oxigénio dissolvido em ambas as areas
pode estar relacionada ao aumento da quantidade de matéria organica no local, pois propicia
a multiplicacdo de micro-organismos no local, aumentando o consumo de oxigénio.

O oxigénio dissolvido é um dos parametros mais significativos para expressar a
qualidade da &gua de um ambiente aquatico (BRASIL, 2006), sendo considerado um
elemento vital a vida dos peixes, insetos, plancton, bactérias e plantas aquéticas
(OSTRENSKY; BOEGER, 1998; MASSER et al., 1993). A solubilidade do oxigénio na
agua depende de distintos fatores ambientais como a temperatura, pressdo atmosférica e
salinidade (SIPAUBA-TAVARES, 1994) e, a necessidade de oxigénio varia de acordo com
a espécie e seu estagio de vida (OSTRENSKY’; BOEGER, 1998).

Em relacdo as analises de metais da agua, essas mostraram que ambas as areas
apresentaram mercurio e chumbo nos dois periodos sazonais, estes com valores acima do
permito pela resolucdo CONAMA 357/2005. Esses resultados da agua registram o impacto
antrépico existente nas areas de estudo, que sdo continuadamente alvo do lancamento de
efluentes domésticos e lixo, principalmente a bacia do rio Bacanga por estar circundada de
bairros periféricos.

Os metais possuem caracteristicas atdbmicas peculiares, dando-lhes elevada
resisténcia a degradacdo quimica, fisica e bioldgica no sistema aquético. Isto os leva a
persistirem no ambiente aquéatico por varios anos, mesmo depois da proibicdo de sua
utilizago ou despejo nos cursos d’agua (MORAES; JORDAO, 2002; IKEM et al., 2003).

Ao persistir no sistema aquéatico, 0 metal tem sua concentracdo gradualmente
aumentada, o que facilita sua maior concentracdo na agua e absorcdo pelos organismos
(RODRIGUES et al., 2005; RODRIGUES et al., 2006; ARAI et al., 2007). Como muitos
metais nas areas de estudo apresentaram concentragdes acima das previstas nas normas
vigentes, 0s organismos desses locais podem responder a exposi¢do dessas substancias.

Dos metais, arsénio (As), cadmio (Cd), chumbo (Pb), cromo (Cr), cobre (Cu), ferro
(Fe), niquel (Ni), manganés (Mn), mercurio (Hg) e zinco (Zn), sdo os principais elementos
nos estudos de contaminacdo em peixes (LIMA JR. et al., 2002; CANLI; ATLI, 2003;
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IKEM et al., 2003; COSTA; HARTZ, 2009; PEREIRA et al., 2010; CUI et al., 2011;
GOMES; SATO, 2011; MUTO et al., 2011; Yl et al., 2011; Y1; ZANG, 2012).

O mercurio, encontrado em todas as amostras de agua com valores acima do
permitido pela resolucdo, pode contaminar a agua e o sedimento (HYLANDER et al.,
2000), organismos bentdnicos e peixes (YOKOO et al., 2001; WEECH et al., 2004).
AlteracOes e interacfes, quimicas e bioldgicas no ambiente aquéatico podem determinar a
ionizacdo do mercurio e viabilizar a formag8o de metilmercario (HYLANDER et al., 2000;
RAVICHANDRAN, 2004). O metilmercurio, alem de ser biotdxico, tem elevado potencial
de bioacumulacdo nos tecidos (SOUZA LIMA et al., 2000); e biomagnificacdo nos
organismos através das cadeias alimentares (WEECH et al., 2004), além de ser preocupante
no ambito da saude publica.

O mercirio é um elemento comprovadamente cancerigeno (BANERJEE;
BHATTACHARYA, 1995), mutagénico e teratogénico (PORTO et al., 2004). Nos peixes,
niveis elevados induzem & morte.

O chumbo, também encontrado em altas concentracdes, ndo apresenta efeitos
benéficos ou nutricionais para 0s organismos, sendo extremamente toxico (BILANDZIC et
al.,, 2011; ERSQY; CELIK, 2010). Em altas concentragdes nos peixes o chumbo causa
déficits comportamentais, além de reducdo do crescimento, desenvolvimento, mudangas no
metabolismo e aumento na formagdo de muco (CESTARI et al., 2004; FERRARO et al.,
2004; MARTINEZ et al., 2004; SCHMITT et al., 2007).

Os organismos aquaticos por acumularem os contaminantes do ambiente, tém sido
utilizados em larga escala em estudos de seguranca alimentar (TURKMEN et al., 2009).
Estes organismos sdo capazes de concentrar metais pesados em niveis superiores aos
encontrados na agua, sendo assim, responsaveis por grande parte da dindmica destes
poluentes no ambiente marinho (SMITH, GUENTZEL, 2010).

Os dados gerados nesta pesquisa servem de alerta a salde publica, pois em todas as
areas de estudo os peixes do género Centropomus sdo comercializados. Os robalos sdo
muito usados no cultivo comercial, pois se adaptam ao cativeiro e alimentacdo a base de
racdo (CERQUEIRA; MACCHIAVELLO, 1994; BORBA; CERQUEIRA, 1998).

Sendo os robalos carnivoros, podem afetar a salde do homem através do seu
consumo, ja que sdo passiveis de acumularem metais (YOKOO et al., 2001; MERGLER,
2002). Como a mais importante via de exposicéo dos seres humanos aos metais pesados €
ingestdo de peixes contaminados (LEBEL et al., 1997; TAO et al., 2012), os danos

encontrados no robalos sdo preocupantes no ambito da satde publica.
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A deteccédo de danos a saude e ao meio ambiente avaliada pelos efeitos genotoxicos
em potencial sdo considerados pré-requisitos para o desenvolvimento de diversas doencas,
por exemplo, o cancer (RIBEIRO et al., 2003). Diversos metais tém demonstrado possuir
atividade carcinogénica mediante sua ingestdo em quantidades excedentes ao permitido,
neste caso o0 cromo, chumbo e mercario sdo os principais (CLARKSON, 1990, 1997;
ROWAN et al., 1995).

No caso dos peixes, a intoxicacdo por metais provoca uma série de distdrbios, tais
como: baixa fertilidade, diminuicdo das defesas imunoldgicas, reducdo da taxa de
crescimento e patologias que podem levar a morte do individuo (MENESES, 2008;
QUEIRQOZ, 2006). As respostas bioldgicas dos peixes a exposicao de algum contaminante
podem ser avaliadas através de alteracdes histologicas e genotdxicas, utilizadas nesta
pesquisa.

Nas branquias dos peixes, lesdes histologicas foram encontradas em ambas as areas.
Essas alteracBes podem estar associadas a exposi¢do de contaminantes, pois 0s metais que
estdo suspensos e dissolvidos na dgua podem ser absorvidos pelos peixes por meio de
difusdo pelas branquias que € um potencial local de absorcdo dos elementos metalicos
(MIRANDA, 2006; MUTO et al., 2011; KEHRING et al., 2011).

A exposicdo a estressores ambientais podem alterar a morfologia normal das
branquias, causando lesfes que podem implicar nas funcbes do 6rgdo, visto que as células
do epitélio branquial respondem direta ou indiretamente aos fatores ambientais e a
alterac@es internas do organismo (LUPI et. al, 2007).

Para a analise histoldgica, a pesquisa utilizou as alteracBes branquiais devido ao
epitélio respiratdrio branquial estar em contato direto com o meio externo, possuir uma
grande area de superficie e ser altamente muito sensivel as alteragdes ambientais.

No presente estudo, a hiperplasia das células epiteliais, encontrada em praticamente
todos os individuos de ambas as areas, € caracterizada pelo aumento das fungdes das células
e tecido, provocado pela alteracdo das atividades fisiologicas destes (TAKASHIMA,
HIBIYA, 1995). O aumento das células do epitélio filamentar e lamelar pode causar fusdo
completa de varias lamelas. A fusdo das lamelas respiratorias diminui o fluxo de dgua no
tecido podendo dificultar as trocas gasosas do 6rgéo.

A maioria das brénquias dos peixes apresentou o deslocamento do epitélio
respiratorio no periodo chuvoso, lesdo de estagio I. O levantamento do epitélio lamelar é
considerado como o primeiro sinal de patologia branquial e caracteriza-se pela elevacéo de

uma lamina continua do epitélio de revestimento das lamelas para longe do sistema de
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celulas pilares, aumentando assim a distancia entre o0 meio externo e o sangue (THOPHON
et al., 2003).

Com a elevagio epitelial do tecido branquial, o peixe aumenta a sua taxa de
respiracdo, compensando a entrada baixa de oxigénio (FERNANDES; MAZON, 2003). De
acordo com Winkaler et al. (2001), estes tipos de lesdes histoldgicas indicam que o peixe
esté respondendo aos efeitos de agentes toxicos presentes na agua e no sedimento.

O levantamento do epitélio lamelar e a proliferacdo do epitélio filamentar e lamelar,
observados nas branquias de Centropomus., sdo alteracdes histologicas que funcionam
como mecanismos de defesa, pois diminuem a area de superficie das branquias e aumentam
a barreira de difuséo ao poluente (ERKMEN; KOLANKAYA, 2000); no entanto, prejudica
0 processo de trocas gasosas do 6rgdo.

As alteracbes de estagio | sdo consideradas lesdes leves, pois permitem a
recuperacdo da estrutura e da funcdo dos tecidos branquiais em caso de melhoria das
condi¢cbes ambientais. Mas tais alteracdes pode progredir para o segundo estagio sob
condi¢cdes ambientais inalteradas e exposicdo dos peixes em longo prazo a poluentes e
contaminantes (POLEKSIC; MITROVIC — TUTUNDZIC, 1994).

As alteracdes de estagio Il sdo mais severas e comprometem a funcéo da branquia;
em caso da melhoria da qualidade da &gua, essas lesbes podem ser reparaveis, mas, se 0
nivel de poluicdo aumentar, pode progredir para o terceiro estagio.

O aneurisma, alteracdo de estagio Il encontrada nos exemplares dos peixes
analisados principalmente do estuario do Pau Deitado, geralmente resulta do colapso do
sistema de células pilares, que prejudica a integridade vascular com a liberacdo de grande
quantidade de sangue, empurrando o epitélio lamelar para fora (HINTON; LAUREN,
1990), o que pode causar a ruptura do epitélio e consequentemente hemorragia.

Stentiford et al. (2003) observaram aumento da frequéncia de aneurismas em
exemplares de peixes capturados em areas contaminadas. Os autores observaram que estas
lesGes podem ser associadas com a presenca de substancias toxicas.

Os exemplares de peixes analisados na pesquisa também apresentaram proliferacdo
das células de muco entre as lamelas secundérias. A proliferacéo e hipersecrecao das células
mucosas nas brénquias em situacOes de estresse podem ser compreendidas como um
mecanismo de defesa em funcdo de uma resposta defensiva cronica, entretanto, podem
comprometer a funcao branquial dependendo da severidade do processo (LEONARDO et
al., 2001; FRACACIO et al., 2003).
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A secrecdo de muco por estas células podem ser estimuladas por metais como
cadmio, chumbo, zinco e cobre (MELETTI et al., 2003). O chumbo foi detectado em alta
concentracdo nas amostras de agua de ambas as areas, 0 que pode ter induzido a
proliferacédo das células de muco nas branquias dos exemplares estudados.

De acordo com o Indice de Alteracdo Histologica, os peixes de ambas as areas
apresentaram lesdes leves a moderadas, sendo os maiores valores do indice do periodo
chuvoso. No entanto, se persistirem no ambiente, estas lesbes podem progredir para les6es
severas comprometendo a saude dos peixes. Os tipos de lesdes observadas neste estudo
indicam ainda que os peixes estdo respondendo aos efeitos de agentes toxicos presentes na
agua.

Nos eritrdcitos dos robalos, lesdes no material genético também foram detectadas,
essas alteracOes indicam que 0s peixes estdo expostos a substancias toxicas ou genotdxicas
no meio (JESUS; CARVALHO, 2008).

Na andlise do Teste do Micronlcleo, os exemplares de peixes da bacia do rio
Bacanga apresentaram nos eritrocitos uma maior frequéncia de micronucleo no periodo
chuvoso e danos no DNA, resultados significativos, as anormalidades nucleares também
foram mais frequentes neste periodo. Os resultados também foram significativos quando
comparados a frequéncia de microntcleo por &rea no periodo chuvoso.

Quanto ao Ensaio Cometa, os danos no DNA dos robalos mostraram que a bacia do
rio Bacanga foi a area mais impactada, conforme a analise estatistica. Na bacia do rio
Bacanga, a maioria dos peixes apresentaram ainda danos de classe 11, DNA com niveis
mais alto de danos. Esses resultados podem estar associados a exposicao de substancias
toxicas presentes na gua.

Os metais em alta concentracdo tornam-se toxico aos organismos. Eles atuam em
ciclos redox, produzindo espécies reativas de oxigénio (STOHS; BAGCHI, 1995), o
estresse oxidativo afeta diversas rotas metabdlicas, incluindo aquelas envolvidas no reparo
de danos no DNA, conhecidas como efeitos genotoxicos (PRA et al., 2006).

Em estudo de toxicidade, Oliveira et al (2014) avaliaram a toxicidade aguda do
cobre (Cu) em juvenis de robalos C. parellelus, os resultados da pesquisa mostraram que as
concentragOes subletais de Cu induziram a danos no DNA dos peixes, detectados pelo
Ensaio Cometa.

Os resultados para os biomarcadores foram mais frequentes durante as chuvas. 1sso
pode ser explicado pelo elevado fluxo de agua devido a pluviosidade, pois ocasiona a maior

diluicdo dos rejeitos, proporcionando maiores taxas de biodisponibilidade dos metais na
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coluna d’agua no periodo das chuvas (BAMBIC et al., 2006; SILVA et al., 2009;
PIZARRO et al., 2010).

Mesmo com deteccdo de metais pesados na agua do estuario do Pau Deitado em
ambos o0s periodos sazonais, 0s peixes desta area apresentaram menos danos genotdxicos.
Nesse sentido, € importante observar que apesar da contaminacao por metal, este ponto esta
longe dos centros urbanos apresenta vegetacdo bem preservada. Sabe-se que os manguezais
sdo ricos em matéria organica e sedimentos, e que fatores como material particulado e a
presenca de grande quantidade de matéria organica equilibram a concentracdo de metais no
meio (OBASOHAN, 2008; KPEE ET AL., 2009).

7 CONCLUSAO

Dos biomarcadores analisados, tanto o0s genotdxicos quanto o histolégico
mostraram-se como boas ferramentas na avaliagdo da qualidade ambiental dos ecossistemas
estuarinos utilizando a espécie Centropomus undecimalis.

As informacdes geradas sobre os biomarcadores utilizados na espécie serve como
subsidios para elaboracdo e/ou aplicagdo de modelos de avaliagdo da salde e
implementacdo de politicas de recuperacdo ambiental de ambientes aquéticos costeiros.

Além de poder avaliar a satde das populacGes de peixes comerciais.
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