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RESUMO

No presente estudo, objetivou-se avaliar biomarcadores histologicos, enzimaticos e de
expressdo génica de glutationa S-transferase (GST) e catalase (CAT) em peixes da espécie
Sciades herzbergii (Bloch, 1794), coletados sob a area de influéncia industrial e portudria € uma
area de preservacdo ambiental na Baia de Sdo Marcos, Maranhdo. Exemplares S. herzbergii
(Bloch, 1794), foram coletados semestralmente entre os anos de 2019 e 2021 (margo e julho)
em duas épocas do ano (chuvoso e estiagem) na Baia de Sdo Marcos: Porto Grande (PG), regidao
potencialmente impactada; e Ilha dos Caranguejos (IC), drea de menor impacto. As amostras
de sedimento foram coletadas para andlise quimica de metais tragos e hidrocarbonetos
policiclicos arométicos (HPAs). Foram feitas as andlises de morfometria, atividade enzimatica
de GST e CAT e alteragdes branquiais e hepdticas (para os dois anos de estudo) e expressao
génica de GST e CAT (para ano de 2021) de cada exemplar. Os resultados das anélises de HPAs
dos sedimentos apresentaram que na regido de PG as concentragdes foram significativamente
(p<0,05) superiores em comparacdo com IC. A maioria dos oligoelementos presentes nos
sedimentos estavam de acordo com os niveis recomendados pelas normas regulamentadoras
brasileiras. Al, Fe, Mn e Sr apresentaram diferencas entre os locais amostrados com maiores
valores. Os dados morfométricos dos peixes de IC no periodo chuvoso apresentou média alta
do peso e tamanho em comparacdo a PG para os dois anos de coletas. As alteracdes nas
branquias dos peixes identificadas em IC foram: fusdo lamelar, deslocamento do epitélio e
degeneracdo tecidual. Em PG foram: deslocamento epitelial, fusdo lamelar, necrose e
hiperplasia. As alteracdes no figado observadas foram: fibrose, necrose e centros
melanomacréfagos nas duas dreas. As atividades de GST e CAT, em branquias e figados de
peixes oriundos de IC, apresentou médias altas na estacdo chuvosa em 2019. Em 2021 GST e
CAT em branquias e figado de peixes também apresentou médias maiores na estagdo chuvosa
em PG. A expressao génica de GST e CAT ndo expressaram em branquias e figados de peixes
em PG e IC para esse estudo. No entanto, identificou-se neste estudo pela primeira vez a
expressao dos genes endégenos Beta-actina, 18S RNA ribossomico, 285 RNA ribossomico em

branquias e figados de S. herzbergii (Bloch, 1794) indicando a qualidade do material bioldgico.



Os resultados dos biomarcadores (enzimaticos e histologicos) selecionados sugerem que os
peixes nas duas dreas estdo respondendo de forma negativa aos impactos no ambiente com
destaque aos peixes capturados em PG, que demonstram alteragdes mais significativas. Genes
endégenos (Beta-actina, 18S RNA ribossomico, 28S RNA ribossémico) apresentaram respostas
positivas indicando a confiabilidade do método aplicado para S. herzbergii (Bloch, 1794). Os
biomarcadores histoldgicos, enziméticos e de expressao génica de GST e CAT em S. herzbergii
(Bloch, 1794), foram capazes de diferenciar a qualidade e os impactos provenientes de duas

areas da Baia de Sdo Marcos, Maranh3o.

Palavras-chave: Bagre. Biologia molecular. Bioquimica. Costa Amazonica. Contaminacao

ambiental. Histologia. Regido portudria.



iii
SALVINO-TORRES, Hetty. Biomarcadores histolégicos, enzimaticos e expressao génica
de glutationa S-transferase e catalase em Sciades herzbergii (Bloch,1794, Pisces, Ariidae)
para o monitoramento de impactos antropicos na baia de Sao Marcos-MA. 2023. Defesa

de Tese (Doutorado em Biodiversidade e Biotecnologia da Amazdnia Legal — REDE

BIONORTE) - Universidade Estadual do Maranhao, Sdo Luis, 2023.

ABSTRACT

The objective of the present study was to evaluate histological, enzymatic and gene expression
biomarkers of glutathione S-transferase (GST) and catalase (CAT) in fish of the species
Sciades herzbergii (Bloch, 1794), collected under the area of industrial and port influence and
an area of environmental preservation in the Bay of Sdo Marcos, Maranhdo. Specimens of S.
herzbergii (Bloch, 1794), were collected every six months between 2019 and 2021 (March and
July) at two times of the year (rainy and dry) in Sdo Marcos Bay: Porto Grande (PG), a
potentially impacted region; and Ilha dos Caranguejos (IC), an area with the lowest impact.
Sediment samples were collected for chemical analysis of trace metals and polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAHs). Morphometry, GST and CAT enzyme activity, and branchial and
hepatic alterations (for the two years of the study) and GST and CAT gene expression (for 2021)
were analyzed for each specimen. The results of the HPA analyses of the sediments showed
that in the PG region the concentrations were significantly (p<0.05) higher compared to IC.
Most of the trace elements present in the sediments were in accordance with the levels
recommended by the Brazilian regulatory standards. Al, Fe, Mn and Sr showed differences
between the sampled sites with higher values. The morphometric data of CI fish in the rainy
season showed a high average of weight and size compared to PG for the two years of
collections. The alterations in the gills of the fish identified in HF were: lamellar fusion,
epithelial displacement and tissue degeneration. In PG, the following parameters were:
epithelial displacement, lamellar fusion, necrosis and hyperplasia. The changes in the liver
observed were: fibrosis, necrosis and melanomacrophage centers in both areas. GST and CAT
activities in gills and livers of fish from HF showed high averages in the rainy season in 2019.
In 2021, GST and CAT in gills and liver of fish also showed higher averages in the rainy season
in PG. The gene expression of GST and CAT were not expressed in gills and livers of fish in
PG and IC for this study. However, in this study, the expression of the endogenous genes Beta-
actin, 18S ribosomal RNA, 28S ribosomal RNA in gills and livers of S. herzbergii (Bloch, 1794)
was identified for the first time, indicating the quality of the biological material. The results of

the selected biomarkers (enzymatic and histological) suggest that the fish in both areas are



iv
responding negatively to the impacts on the environment, especially the fish caught in PG,
which demonstrate more significant changes. Endogenous genes (Beta-actin, 18S ribosomal
RNA, 28S ribosomal RNA) showed positive responses indicating the reliability of the method
applied to S. herzbergii (Bloch, 1794). The histological, enzymatic and gene expression
biomarkers of GST and CAT in S. herzbergii (Bloch, 1794) were able to differentiate the quality

and impacts from two areas of Sdo Marcos Bay, Maranhdo.

Keywords: Amazon Coast. Biochemistry. Catfish. Environmental contamination. Histology.

Molecular biology.
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1 INTRODUCAO

Os ambientes aqudticos estdo constantemente expostos a diversas fontes de
contaminagdo, como por exemplo, as substiancias que sdo geradas de efluentes industriais,
portudrios, domésticos, dos processos agricolas e também de descartes dos contaminantes

organicos, como o petréleo e gasolina (PINHEIRO SOUSA et al., 2021).

Nas ultimas décadas observou-se que a industrializacdo de paises em desenvolvimento
e o aumento considerdvel da populacio vem contribuindo de maneira significativa para a
utilizacao de muitos compostos quimicos (HOJAT; RAHIM, 2012) que podem, acidentalmente,
impactar os corpos d’agua. Os contaminantes que sdo mais persistentes tém a caracteristica de
sofrer biomagnificacdo nos diferentes niveis troficos da cadeia alimentar, podendo assim atingir
diferentes sistemas (SARKAR et al., 2006). Dentre os principais contaminantes de origem
antrépica, podemos mencionar 0s metais, os poluentes organicos persistentes (POPs), os
hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAs) e uma infinidade de agrotéxicos (NDIAYE et

al., 2012).

No Maranhdo estudos revelam que os estudrios estdo apresentando niveis de
contaminagdo quimica por oligoelementos e HPAs presentes no meio aquatico (MACEDO et
al., 2023; TORRES et al., 2024). Dentre os ambientes mais estudados a Baia de Sao Marcos é
a mais citada uma vez que comporta o segundo maior complexo portudrio da América Latina
(CARVALHO NETA et al., 2014). Em contrapartida, levando-se em conta a importancia
econdmica, a Baia de Sdo Marcos € classificada como uma das mais importantes do litoral
brasileiro, devido a instalacdo do complexo portudrio do Estado do Maranhao (1960), o qual é
responsavel pela movimentacio de cargas para o Brasil e todo o mundo (ALCANTARA;
SANTOS 2005; ANTAQ, 2018), com evidente potencial de impacto ambiental na 4rea

portudria e estuarina.

Um método tradicional de verificar os contaminantes quimicos em ambientes estuarinos
sdo as andlises fisico-quimicas d’agua (VAN DER OOST et al., 2003), pois atuam como
indicadores de contaminacao aquatica (WHITE; RASMUSSEN, 1998; VAN DER OOST et al.,
2003), podendo auxiliar em programas de monitoramento ambiental No entanto, estudos
baseados unicamente na utiliza¢do destes parametros nao sio capazes de determinar as reais
problematicas do ecossistema, especialmente se a avaliacio for distante da fonte de emissao,
necessitando de métodos mais sofisticados para verificar os efeitos dos contaminantes na

comunidade bidtica.
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Nesse cendrio, € crescente nos ultimos anos, estudos utilizando como metodologia
sofisticada os biomarcadores (moleculares, enzimaticos, morfolégicos e comportamentais) de
contaminacdo aqudtica, e uso de organismos biomonitores de ecossistemas aqudticos
(CARVALHO NETA et al., 2019; JESUS et al., 2021; MACEDO et al., 2024) sendo uma
metodologia rdpida e segura para a monitorizacdo de impactos ambientais de regides costeiras

do pais.

Alguns organismos aquaticos mais utilizados em estudos de monitoramento como
biomonitores sao os macroinvertebrados bentonicos, crustiaceos (JESUS et al., 2021) moluscos
(RIBEIRO et al., 2021) e peixes (TORRES et al., 2023 e 2024; PINHEIRO SOUSA et al.,
2021). Dentre esses, destacamos os peixes, pois t€ém ampla distribui¢cao geografica, capacidade
de metabolizar contaminantes presentes na d4gua e podem ocupar o topo da cadeia alimentar,
inferindo deste modo, efeitos cronicos e acumulativos ao longo da cadeia tréfica (GOKSOYR

etal., 1991; ARAUJO et al., 2003).

No Maranhio estudos de biomonitoramento vem contribuindo para a identificacdo de
areas potencialmente impactadas por contaminantes industriais e portudrios utilizando peixes
estuarinos, dentre eles a espécie S. herzbergii, Bloch, 1794 (TORRES et al., 2023 e 2024;
PINHEIRO SOUSA et al., 2021).

Sciades herzbergii (Bloch, 1794) conhecido popularmente como “bagre guribu” ¢
comumente encontrado nos estudrios distribuidos na costa estuarina do Maranhao (CASTRO
et al.,2018; PINHEIRO SOUSA et al., 2021). Esta espécie € capturada nas pescarias artesanais
e valorizada economicamente pela populacdo maranhense (MACEDO et al., 2024). Além disso,
¢ utilizada em estudos de biomonitoramento por ser uma espécie biomonitora, apresentando
diferentes biomarcadores em seus Orgdos tais como alteragdes, branquiais, hepdticas,
genotoxicas e enzimdticas (CARVALHO NETA et al., 2014; PINHEIRO SOUSA et al., 2013
e 2021; TORRES et al., 2023).

Os biomarcadores bioquimicos como a glutationa s-transferase (GST) e catalase (CAT)
e os biomarcadores histologicos (alteracdes histolégicas branquiais e hepaticas), bem como os
biomarcadores moleculares t€ém demonstrado eficicia nos estudos de biomonitoramento de
ambientes aquaticos (CARVALHO NETA et al., 2019; MACEDO et al., 2024; RIBEIRO et
al., 2020). Nessa perspectiva, a utilizagdo de biomarcadores em diferentes niveis de organiza¢ao
bioldgica e o uso de espécies biomonitoras podem servir como metodologia sensivel de
avaliacdo prévia de efeitos biologicos e da avaliacdo na qualidade do ambiente
(CAJARAVILLE et al., 2000). Dessa forma, protocolos e processos utilizando biomarcadores

histolégicos, enzimaticos e de expressdo génica, sdo ferramentas que possibilitam combinar
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técnicas de medicdo direta de impactos especificos nos ambientes monitorados

(CAJARAVILLE et al., 2000; NIGRO et al., 2006; ROSS et al., 2002).

A GST ¢é considerada uma enzima de desintoxicacao e biotransformacao de fase II que
estd diretamente envolvida na conjugacdo de substancias eletrofilicas com glutationa reduzida
—GSH (SAMARAWEERA et al., 2019); a CAT € uma enzima antioxidante envolvida na
decomposicdo do peréxido de hidrogénio (H202) produzidos em quantidades elevadas no
processo de biotransformacao nos organismos submetidos ao estresse ambiental (VENTURA
et al., 2002). Os biomarcadores histoldgicos (como as alteracdes branquiais e hepaticas) podem
ser reversiveis ou irreversiveis dependendo do tipo e grau de exposi¢do do 6rgdo ao agente
poluidor (BERNET et al., 1999). Por outro lado, alteragdes no nivel de transcricdo sdo os
primeiros bioindicadores sensiveis para respostas biologicas ao estresse. Assim, genes com
niveis de expressdo, que sdo alterados em resposta a estresses ambientais podem ser usados
para diagndstico e quantificacdo dos efeitos desses estresses nos organismos (DONDERO et
al., 2006). Andlises quantitativas de expressao génica sdo relevantes em estudos que avaliem
os danos a niveis moleculares em tecidos de organismos aquaticos expostos a oligoelementos.
Todavia, ao realizar estudos de expressdo gé€nica € necessario observar alguns critérios
importantes de avaliacdo tais como: a quantidade e a qualidade do material analisado,
eficiéncias enziméticas das ferramentas analiticas usadas nos ensaios e diferencas significativas

na expressao génica entre tecidos ou células (JOHANSSON, et al., 2007).

A integracdo dos biomarcadores em programas de biomonitoramento, € relevante na
implementacdo de politicas publicas para o monitoramento de regides que concentram
empreendimentos industriais e portudrios. Contudo, para a espécie S. herzbergii (Bloch, 1794)
ainda ndo existem trabalhos com biomarcadores moleculares utilizando expressdo genica de
GST e CAT, necessitando, portanto, aprofundar essas andlises para a espécie. Assim, neste
trabalho, propomos a seguinte hipétese: peixes da espécie S. herzbergii (Bloch, 1794) de regides
com concentracdes de HPAs, metais e agrotéxicos podem apresentar respostas histolégicas
(alteracOes branquiais e hepaticas), alteracdes nas atividades enzimaéticas (catalase e glutationa

S-transferase) e alteracdes na expressao génica como biomarcador de polui¢do ambiental.

O presente documento de tese estd estruturado das seguintes partes: primeiro uma
introducdo geral contendo uma abordagem geral dos biomarcadores histolégicos, enziméticos
e de expressao génica de GST e CAT seguida dos objetivos geral e especificos dessa pesquisa.
A segunda parte apresenta um referencial tedrico com conceitos gerais e trabalhos relacionados
com 0 monitoramento ambiental com espécies aqudticas, conceitos e abordagem referentes aos

biomarcadores analisados neste estudo, conceitos e abordagens sobre espécies bioindicadoras
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e biomonitoras. Na terceira parte a metodologia e materiais utilizados nesta pesquisa sio
apresentados e relatados e na quarta parte apresentamos os resultados dos dados abidticos,
oligoelementos, dados morfométricos, alteracdes histoldgicas em branquias e figados de peixes,
biomarcadores enzimaticos de GST e CAT e biomarcadores moleculares de expressdo génica
de GST e CAT; seguidos de uma discussdo geral dos resultados encontrados nesta pesquisa, A
tese finaliza com uma conclusio geral, seguido das referéncias e dos anexos com os artigos ja

publicados.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Geral

Avaliar biomarcadores histoldgicos, enzimaticos e de expressao génica de glutationa S-
transferase (GST) e catalase (CAT) em peixes da espécie Sciades herzbergii (Bloch, 1794),
coletados em a drea de influéncia industrial e portudria e em drea de protecao ambiental na Baia

de Sao Marcos, Maranhao.

1.1.2 Especificos

o Identificar alteracdes histolégicas em branquias e figado de S. herzbergii

(Bloch, 1794);

. Quantificar as atividades enziméticas de glutationa S-transferase (GST),
catalase (CAT) em S. herzbergii (Bloch, 1794) em branquias e figado;

. Analisar as varidveis fisico-quimicas da &4gua e oligoelementos
(organicos e inorganicos) em sedimento dos locais de captura de S. herzbergii (Bloch,
1794);

. Quantificar a expressdo génica de GST e CAT em branquias e figados de
S. herzbergii (Bloch, 1794);

. Comparar a sanidade das populacdes de S. herzbergii (Bloch, 1794) da
area influenciada pelo complexo industrial e portudrio de Sao Luis-MA e da Ilha dos

Caranguejos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. MONITORAMENTO AMBIENTAL

O monitoramento ambiental é compreendido como o uso e aperfeicoamento de
informacdes adquiridas sobre os principais eventos, interagdes, tendéncias e transformagdes
que ocorrem no meio ambiente (ALBINATI et al., 2007). Tem papel de fornecer informacdes
que serdo importantes para a gestdo dos recursos do meio ambiente ou atividades realizadas
pelo ser humano que possam causar impactos ambientais (DA SILVA et al., 2022).

Como ferramenta relevante, o monitoramento serve para controlar e avaliar
ambientalmente os espagos, podendo ser utilizada pelo poder publico ou privado. Os resultados
obtidos desse monitoramento sdo de suma importancia para se definir politicas publicas que
regulamentem acdes de recuperacdo ambiental, bem como de projetos ambientais (CAMPOS e
MARQUES, 2017).

Ambientalmente, o monitoramento foi sempre entendido como prevencao, sendo uma
importante ferramenta para a administracio dos recursos naturais. E desenvolvido para
identificar ou medir possiveis riscos, e fornecer subsidios para uma anélise mais detalhada sobre
a situacao dos ambientes (MIGNANI et al., 2019).

O controle dos ambientes aqudticos (mares, rios € estudrios) sdo regularmente feitos
através de medidas de varidveis fisico-quimicas e bacteriologicas de seus cursos d’agua,
contudo, mesmo sendo métodos de avaliacdo confidveis para o estabelecimento de indicadores
de qualidade para os diversos usos humanos (RODRIGUES; CASTRO, 2008), quando se
estuda isoladamente estes parametros, pode-se subestimar a real magnitude dos danos que estdo
sendo causados nesses ambientes (KARR; CHU, 1999).

O acompanhamento de ambientes costeiros, realizados pelos grandes centros de
pesquisa dos Estados Unidos da América - EUA e Europa, tém revelado resultados satisfatérios
com a utilizacdo de respostas bioldgicas em organismos para a avaliacdo de impactos
ecologicos nesses ambientes (NIETO et al., 2010; AGUNWAMBA; ONUOHA; OKOYE,
2012; BRAZOVA et al., 2011).

As perturbacdes causadas pelas atividades humanas que impactam o ambiente e
consequentemente a biota aqudtica sdo apresentadas de maneira recorrente em pesquisas de
monitoramento ambiental em todo o mundo (CARVALHO NETA et al., 2019; DA SILVA
AIRES et al.,2018; DAVANSO et al., 2013; DUARTE et al., 2016). Dessa forma, o
monitoramento de atividades antrépicas no ambiente € importante para se entender a extensao

dos danos ocasionados a biodiversidade e ao ambiente, sendo importantes ainda para a
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identificacdo dos impactos sobre as espécies avaliando as alteracdes que podem ocorrer nos

organismos (OLIVEIRA et al., 2002; LEON et al.,2020).

2.2 MONITORAMENTO AMBIENTAL EM REGIOES ESTUARINAS

Os estudrios sdo conhecidos como zonas de transi¢do onde a 4gua do mar encontra-se
com a dgua doce oriunda da drenagem continental (KENNISH, 2002; McLUSKY; ELLIOT,
2004; KAISER et al., 2005). Sao corpos d’agua semifechados que se estendem até o limite
efetivo de influéncia da maré (PERILLO, 1995). Sao ambientes que redinem a interagdo entre
dgua doce e marinha, englobando assim, tanto ecossistema fluvial como marinho, garantindo
uma renovacao periddica e transformacgdo intensa de matéria organica (BERTHELSEN et al.,
2020).

Sao considerados verdadeiros viveiros de espécies, recebem e concentram material
origindrio de toda sua bacia de drenagem, constituindo um grande aporte de produgdo primaria
de biomassa e ciclagem de nutrientes (PEREIRA FILHO et al., 2003). Esses sistemas estuarinos
representam um dos ambientes mais importantes da zona costeira, sendo uma das dreas mais
produtivas do planeta; além disso, serve de bercdrio para muitas espécies e como hdébitat para
diversas outras (KAISER et al., 2005).

Nessa perspectiva, 0 monitoramento ambiental em regides estuarinas contribui para o
diagndstico prévio da situagdo dos impactos antrépicos e/ou naturais no ambiente (WANG;
SINGHASEMANON; GOH, 2016), tendo em vista que as regides costeiras sdo intensamente
ocupadas pela expansao urbana em todo o mundo (BONETTI, 2011). Consiste em um processo
importante para a administracdo dos recursos naturais (ADAMS; FLORES, 2016; OLIVEIRA
et al., 2023), como as encontradas na Baia de Sdo Marcos (Maranhdo), que abriga varias
espécies de peixes que estdo ameagadas pelos impactos causados por poluentes, oriundos das
diversas atividades do complexo portuario de Sao Luis (CARVALHO NETA et al., 2019).

Assim, o monitoramento ambiental e acompanhamento da situacdo dos recursos
ambientais nessas regides costeiras auxiliam para o planejamento de acdes visando a
recuperagao, melhoria ou manutengao da qualidade ambiental (Ministério do Meio Ambiente -
MMA, 2009). Portanto, monitorar os ambientes estuarinos auxilia para a elucidacdo dos
mecanismos iniciais de degradac¢do, podendo garantir uma compreensao mais rapida sobre a
situacdo do meio ambiente (SOUZA e FONTANETTI, 2007).

Estudos que esclaregam o potencial e a dinAmica dos xenobidticos (substincias quimicas
no ambiente) nas populacdes icticas de importancia econdmica para o estado do Maranhao sao

de grande relevancia, uma vez que a pesca artesanal ainda € realizada pr6ximo ao complexo
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portudrio de Sao Luis, MA, onde esses organismos podem estar sujeitos a condi¢des fisioldgicas
desestabilizadoras em funcdo dos contaminantes oriundos da carga e descarga de navios

(SOUSA et al., 2013).

2.3. MONITORAMENTO AMBIENTAL EM REGIOES PORTUARIAS

O desenvolvimento dos grandes centros urbanos e instalacdes de amplos complexos
industriais e portudrios ocorrem geralmente nas regides costeiras (FREITAS et al.,2012). Dessa
maneira, essas areas por serem formadas por diferentes ambientes, (baias, praias, manguezais,
estudrios e igarapés), sofrem constantemente com impactos ocasionados por poluentes
quimicos, que geralmente sdo provenientes de fontes pontuais e difusas, como por exemplo, as
atividades agricolas, domésticas, industriais e portudrias, que acabam sendo direcionados para
esses diferentes ambientes (CAPPARELLI; MCNAMARA; GROSELL, 2017,
RAGUNATHAN et al., 2017).

Esses poluentes geralmente apresentam uma baixa taxa de degradacdo e uma alta
persisténcia, tendo também uma grande capacidade de bioacumulacido e biomagnificacdo nos
mais variados niveis da cadeia trofica, apresentando desta forma, um potencial téxico
(SANTANA; COSTA-LOTUFO; ABESSA, 2015).

E de conhecimento que as regides portudrias, sio responsdveis por grande parte da
movimentagdo econdmica local e entre nagdes, contudo estdo localizadas em dreas costeiras,
e trazem ameacas a esses ecossistemas (LU er al., 2018). Regides portudrias causam
constantemente perturbacdes nos ambientes marinhos e nas dreas costeiras proximas, essas
perturbacdes geralmente sdo ocasionadas pela acdo antrOpica gerando vérios problemas
ambientais, (dragagens, instalacOes de polos industriais, dguas residuais sem tratamento,
vazamentos de Oleo, e as vezes inser¢do de espécies invasoras) (CHATZINIKOLAOU et al.,
2018).

A Resolucao do Conselho Nacional de Meio Ambiente N° 454, de 1° de novembro de
2012, apresenta como os principais contaminantes introduzidos nas regides estuarinas (sejam
por aporte fluvial, deposicdo atmosférica ou diretamente), os seguintes elementos: Metais e
Semimetais, Tributilestanho (TBT), Agrotéxicos Organoclorados; e Hidrocarbonetos
Policiclicos Aromaticos (HPAs). Esses poluentes estdo como prioritdrios para 0 monitoramento
ambiental nas regides industriais e portudrias brasileiras conforme a CONAMA (2012).

No que se refere ao Brasil, as estruturas portudrias geram residuos quimicos que sao

maléficos aos organismos destes ecossistemas; estudos sinalizam alguns impactos
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representativos nos animais que foram submetidos ao estresse destes ambientes devido a
exposi¢ao a elementos quimicos (metais pesados, benzeno, fendis totais, tributilestanho - TBT
e bifenilas policlorados - PCB) resultantes das atividades portudarias (CARVALHO NETA;
ABREU SILVA, 2010; DUARTE et al., 2017; PINHEIRO et al., 2012; SOUSA; ALMEIDA;
CARVALHO NETA, 2013).

A regido da costa maranhense apresenta-se como ideal para grandes projetos de
empreendimentos portudrios e industriais, devido sua grande extensao de dreas navegaveis para
os navios de grande porte (OLIVEIRA et al., 2019). Além desses empreendimentos portudrios
e industriais, o crescimento da 4rea urbana nessas regides colabora para um aumento
significativo na producdo dos mais variados residuos que acabam sendo despejados no meio
aquéatico (JESUS et al., 2021).

No Maranhao, a Baia de Sao Marcos apresenta-se como uma 4rea portudria de grande
movimentacdo, sendo o segundo maior e importante complexo portudrio da América Latina
(OLIVEIRA et al., 2019). Alguns estudos, como os de Carvalho Neta e Abreu Silva (2010),
apontam o complexo portudrio de Sao Luis-MA como importante para a comercializacdo em
nivel internacional, nacional e local, onde possibilita 0 embarque e desembarque de produtos
que estimulam rendas importante para o aumento da economia global. Contudo, essas
atividades portudrias que acontecem nessa regido, causam grandes impactos para oS
ecossistemas e biota aquaticas na regido portudria de Sao Luis-MA (CARVALHO NETA et
al., 2019).

Nesta perspectiva, a regido portudria na Bafa de Sdo Marcos no Maranhao apresenta
uma vasta drea de movimentacao de navios, responsaveis pelo transporte de diferentes produtos
quimicos (ferro, manganés, bauxita, soda caustica, alumina) que sdo importantes
comercialmente no Estado do Maranhao e para o Brasil (CARVALHO NETA; TORRES;
ABREU SILVA, 2012; CASTRO et al., 2018; SOUSA; ALMEIDA; CARVALHO NETA,
2013). Entretanto, alguns desses produtos (residuos) que sido depositados na 4gua e nos
sedimentos dessas dreas portudrias sdo muitas vezes prejudiciais a esses ecossistemas aquaticos
e também a sanidade dos organismos da drea (ANDRADE, 2016; BATISTA, 2017).

Dessa forma se faz necessdrio analisar de maneira integrada diferentes metodologias
para identificar tais poluentes em regides portudrias e a utilizacdo de biomarcadores vem se
tornando uma importante ferramenta de avaliacdo dos efeitos toxicos de substancias poluentes
em ecossistemas aquaticos, e que por meio do desenvolvimento e a aplicacdo de técnicas de
exposicao ou efeito em trés niveis de complexidade (individual, celular e molecular), torna-se

possivel a elucidacdo da relagdo causa-efeito na avaliag@o de risco a qualidade desses ambientes



28

(JESUS et al., 2020). Percebe-se assim, que o uso dessas técnicas de avaliagdo da satde

ambiental, pode trazer resultados satisfatérios no monitoramento das regides portudrias.

2.4 OS PEIXES COMO BIOMONITORES PARA MONITORAMENTO AMBIENTAL

O uso de peixes, ja vem sendo amplamente documentada como indicadores importantes
de qualidade da 4gua e do meio ambiente, principalmente devido a sua ampla dispersdo, longa
vida 1til, e utilizagdo para consumo humano (ANGELI et al., 2013; AZEVEDO et al., 2009;
DURAL; GOKSU; OZAK, 2007; KERAMBRUN et al., 2012). Sio organismos que ocupam
os mais diversos ambientes aquaticos (VAZZOLER, 1996; LOWE-MC CONNELL, 1999) e
sdo de grande importancia comercial, ja que fazem parte da dieta em muitos paises e, em varios
outros, sdo a principal fonte de proteinas da populacao (SILVA FILHO et al., 2000).

Virios trabalhos fazem uso destes animais para avaliar o efeito do estresse causado por
variacOes no ambiente aquatico (GUNDERSEN et al., 2000; SCHWAIGER, 2001), entretanto,
ainda sdo poucos trabalhos com espécies neotropicais (ALMEIDA, 2001; SILVA, 2001;
BARCAROLLI; MARTINEZ, 2004; CASTRO et al., 2018; CARVALHO NETA et al., 2019;
MARTINEZ; COLUS, 2002; OLIVEIRA et al., 2019 WINKALER, 2001;). Os peixes sdo
comumente utilizados como modelos em programas de biomonitoramento do meio aquético
(ZHOU et al., 2008). Uma vez que esses organismos estdo presentes em todos os sistemas
aquéticos, sendo considerados suscetiveis a contamina¢do ambiental, pois, normalmente,
possuem posicdo elevada na cadeia trdfica, refletindo processo de biomagnificacdo
(CARDOSO et al., 2019), e seu metabolismo permite acumular metais a partir de alimentos,
agua ou sedimento (YILMAZ et al., 2010).

Nos peixes os efeitos dos contaminantes podem se manifestar em varios niveis de
organizacdo bioldgica, incluindo disfungdes fisioldgicas, alteragdes estruturais em Orgaos,
tecidos e modificagdes comportamentais que levam ao prejuizo do crescimento e da reprodugdo
(ADAMS, 1990).

E muito comum a utilizacdo de invertebrados nos estudos de biomonitoramento por
apresentarem abunddncia populacional (MARTINEZ et al, 1992; PEQUEUX, 1995;
ANDRADE, 2016; JESUS et al., 2021; BATISTA, 2017). Entretanto, € crescente o nimero de
trabalhos onde peixes vém sendo utilizados como bioindicadores e biomonitores da qualidade
dos ecossistemas aquaticos (OVERSTREET, 1988; TEH; ADAMS; HINTON, 1997;
SCHWAIGER et al., 1997; GUNDERSEN et al., 2000; PACHECO; SANTOS, 2002;
THOPHON et al., 2003; BARCAROLLI; MARTINEZ, 2004; CASTRO et al., 2018;
CARVALHO NETA et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2019; SOUSA et al., 2013; SOARES,
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2020). Os peixes demonstram os impactos que um ecossistema vem sofrendo, a médio ou a
longo prazo, através de suas funcdes vitais normais e também da sua formacdo organica
(COLOMBI, 2009).

Alguns peixes vém sendo utilizados frequentemente como bioindicadores de
contaminagdo aqudtica em regides que vem sofrendo impactos ambientais, tais como: S.
herzbergii (Bloch, 1794), bagre da costa norte/nordeste do Brasil (CARVALHO-NETA et al.,
2012; PINHEIRO-SOUSA et al., 2013; CASTRO et al., 2019; SOARES et al., 2020);
Brachyplatystoma rousseauxii (Castelnau, 1855) (MONTES; FERREIRA; SANTOS, 2010);
Cathorops spixii (Agassiz, 1829), bagre amarelo (AZEVEDO et al., 2009).

Esses organismos sdo capazes de armazenar quantidades de substancias nocivas, sem
sofrer danos e servem como indicadores de contaminacao para avaliar a qualidade da d4gua em
ambientes aquéticos (REPULA et al., 2012), por vérias razdes os peixes tém atraido interesse
em estudos que avaliam respostas bioldgicas decorrentes a exposi¢do de contaminantes

ambientais (SOARES et al., 2020).

2.5 S. herzbergii (BLOCH, 1794) COMO ESPECIE BIOMONITORA

S. herzbergii (Bloch, 1794) tem se destacado em estudos de biomonitoramento na costa
norte do Brasil, principalmente por sua abundancia, por ser de facil amostragem, por apresentar
motilidade lenta e ser uma espécie sensivel diante a poluicdo nos estudrios (MACEDO et al.,
2024a e 2024b; PINHEIRO-SOUSA et al., 2021; SOARES et al., 2020; TORRES et al., 2023).

O peixe conhecido como bagre “guribu” (S. herzbergii, Bloch, 1794) é uma espécie
comumente encontrada nos corpos hidricos do Maranhao, € capturada nas pescarias artesanais
e muito consumida entre os maranhenses, e por isso, estd espécie apresenta um alto valor nas
feiras do Estado (CARVALHO-NETA; TORRES JR; ABREU-SILVA, 2012; CARVALHO-
NETA; NUNES; PIORSKI, 2011; PINHEIRO-SOUSA et al., 2013). O bagre “guribu” (S.
herzbergii, Bloch, 1794) pertence a familia Ariidae e se distribui nas zonas litoraneas tropicais
e subtropicais, em ambientes marinhos, estuarinos e de d4gua doce, apresentando-se abundantes
em 4guas costeiras com fundo lodoso e pouco profundo (ARAUJO, 1988; ARAUIJO;
TEIXEIRA; OLIVEIRA, 2004), essa espécie busca as embocaduras dos rios e regides lagunares
na época da sua desova (FIGUEIREDO; MENEZES, 1978). Os pescadores que capturam essa
espécie ao redor de dreas potencialmente contaminadas (portos e das mais variadas inddstrias),
comercializam o pescado em mercados de vérias regidoes do Estado (TORRES, 2015).

A espécie S. herzbergii (Bloch, 1794), € uma das poucas que possui todo o seu ciclo de

vida nos estudrios maranhenses, sendo considerado como uma espécie “estuarino-residente”
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(CARVALHO NETA, 2010). Diferente dos demais bagres apresenta maxila superior com um
par de barbilhdes, maxila inferior com um ou dois pares, narinas anteriores muito proximas das
posteriores e nadadeiras peitoral e dorsal com um espinho poderoso anteriormente de margens
serreadas (FIGUEIREDO; MENEZES, 1978).

Estudos aplicados a espécies aqudticas resistentes como S. herzbergii sdo considerados
de grande importincia, uma vez que as alteracdes encontradas em qualquer nivel de organizacdo
bioldgica (molecular, bioquimico, celular), podem ser indicativos de impacto de um
determinado ecossistema (GUILOSKI, 2009). O monitoramento de uma década, realizadas com
S. herzbergii (Bloch, 1794) em pontos distintos da Baia de Sdo Marcos-MA, vem revelando
que alteracdes histoldgicas encontradas nas branquias de S. herzbergii (Bloch, 1794) desta
espécie tém se mostrado como importante biomarcador de exposi¢cdo para a avaliacdo de

impactos antrépicos no complexo portudrio da Ilha de Sdo Luis (SOUSA, 2021).

2.6 BIOMARCADORES EM ORGANISMOS AQUATICOS

Os biomarcadores sdo respostas bioldgicas detectadas precocemente nos niveis,
histolégicos, bioquimicos e moleculares, com a ativagdo do sistema de defesa celular e de
biotransformacao, fornecendo dados sensitivos sobre o estresse dos organismos aquéticos
(ATLI et al, 2016; ADEOGUN et al., 2016). Através desses sinais, 0s organismos revelam o
estagio em que se encontram, depois da exposi¢ao a contaminagdo da biota aquatica (GUPTA,
2014). Os biomarcadores podem ser detectados precocemente, € assim permitir a aplicacio de
medidas preventivas possibilitando a reversdo da degradacdo do ambiente em alguns casos
(SOGORSB et al., 2014).

Para Jesus; Carvalho, (2008) os biomarcadores podem ser classificados em trés tipos:
de exposicao, efeito e suscetibilidade. Os biomarcadores de exposicao sdo alteragdes bioldgicas
mensurdveis que evidenciam a exposi¢cdo dos organismos a um poluente, podem ser usados
para confirmar e avaliar a exposicdo individual ou de um grupo, estabelecendo uma ligacao
entre a exposi¢do externa e a quantificagdo da exposi¢do interna (RUDIGER, 1999; WHO,
1993).

Os biomarcadores de efeito estdo relacionados com varidveis bioldgicas mensuraveis
que, em sua maioria, ndo sao especificos em relacdo aos contaminantes (PIVETTA et al., 2001).
Nesse caso, tem-se as alteracdes bioquimicas, fisioldgicas e aquelas quantificadas nos tecidos
ou fluidos corporais que estdo associadas a um possivel comprometimento da sanidade do

organismo (KROON; STRETEN; HARRIES, 2017).
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Os Biomarcadores de suscetibilidade podem ser definidos como indicadores de
processos que causam variacdes de repostas ao longo do tempo e entre exposicdo e efeito
(BARRETT et al., 1997). Sao predominantemente genéticos, embora a patologia, alteracdes
fisiol6gicas, medicamentos e exposi¢ao a outros agentes ambientais também possam alterar a
suscetibilidade individual (RUDIGER, 1999).

Neste trabalho, utilizaram-se biomarcadores de efeito, as alteracdes branquiais,
hepdticas e enzimadticas e de suscetibilidade expressao génicas de GST e CAT. Portanto, a
utilizacdo de biomarcadores histoldgicos, enzimdticos e moleculares em peixes em 4dreas
portudrias poderd auxiliar em programas de monitoramento ambiental, uma vez que
metodologias baseadas em pardmetros bioldgicos apresentam muitas vantagens, tais como alta

sensibilidade e rapidez.

2.7. BIOMARCADORES HISTOLOGICOS, BIOQUIMICOS E MOLECULARES EM 5.
herzbergii (BLOCH, 1794)

Os seres vivos possuem uma capacidade intrinseca de resistir a perturbacdes no meio
ambiente, que é mediada por uma série de alteracdes fisiologicas, a sequéncia dessas alteracoes
representa a sua capacidade de adaptacdo no meio e sdo estas as respostas de estresse a
exposicao aos agentes toxicos (SILVA, 2008). As respostas biologicas medidas em células,
tecidos, fluidos corporais dos organismos e respostas fisioldgicas e morfoldgicas sdo chamadas
de biomarcadores (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003) e estes podem ser
histolégicos (branquiais, hepaticas), bioquimico (enzimaticas) e moleculares.

O método de avaliagdo das alteragdes histoldgicas é reconhecido como uma
metodologia rapida e eficaz para a determinacao dos danos nos tecidos causados pela exposicao
a diferentes poluentes nos peixes (ARELLANO et al., 1999). Comumente as alteracdes em
tecidos sdo estudadas em 6rgaos especificos como as branquias, figado, rins e musculos de
peixes (CASTRO et al., 2018, SOARES et al., 2020). As alteracdes nos tecidos podem ser
reversiveis ou irreversiveis dependendo do grau de severidade da lesdao (Bernet et al., 1999).
As alteracdes reversiveis podem diminuir ou reverter o grau de severidade quando o animal
deixa de ser exposto ao agente estressor (contaminante, por exemplo) enquanto a irreversivel a
alteracdo ndo tem mais solucdo mesmo se o animal ndo for mais exposto ao contaminante
especifico (Bernet et al., 1999).

Os biomarcadores bioquimicos sdo respostas de baixo nivel de organizacdo bioldgica.

As enzimas por exemplo, GST € uma enzima de desintoxicagdo e biotransformacdo da fase II
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que estd diretamente envolvida na conjugacdo de substincias eletrofilicas com glutationa
reduzida —GSH (SAMARAWEERA et al., 2019), e vérios estudos apontam alteragdes na
atividade de GST em branquias e figados de peixes (PINHEIRO-SOUSA et al., 2021; TORRES
et al., 2023) e também em branquias e hepatopancreas de caranguejos (JESUS ez al., 2021;
OLIVEIRA et al., 2019). A CAT também vem sendo utilizada em estudos de biomonitoramento
utilizando organismos aquaticos (JESUS et al., 2021; TORRES et al, 2023) é uma enzima
antioxidante envolvida na decomposi¢do do peréxido de hidrogénio (H202) produzidos em
quantidades elevadas no processo de biotransformagdo nos organismos submetidos ao estresse
ambiental (VENTURA et al., 2002). As alteracdes bioquimicas se observadas com uma certa
antecedéncia, pode ser possivel a identificacio de problemas ambientais antes que o
ecossistema aqudtico seja afetado e sdo apontados como sistemas de “sinal de alerta” na
avaliacdo da saide ambiental (HENDERSON, 1995; JIMENEZ; STEGEMAN, 1990; PAYNE
etal., 1987).

A contribuicdo das andlises de expressdo génica tem aumentado significativamente nos
estudos comportamentais de algumas espécies, sendo a PCR quantitativa em tempo real (RT-
gPCR, do inglés Reverse Transcription), a ferramenta mais utilizada para investigar a expressao
génica de alvos especificos ou genes de referéncia (‘‘housekeeping’ genes normalizadores),
devido a sua grande eficiéncia e precisdao (BUSTIN et al., 2010; JULIAN et al., 2016). A PCR
quantitativa (QPCR) possibilita a afericdo sincrona da expressdo génica em muitas amostras
diferentes para um numero limitado de genes (NOLAN et al., 2006). qRT-PCR € uma evolugao
na quantificacio de dcido nucleico que foi aperfeicoada de acordo com a tecnologia
convencional de PCR (WONG e MEDRANO, 2005). E descrita por uma elevada sensibilidade,
uma repetibilidade e especificidade adequada, além de ter capacidade de alto rendimento, e com
isso, tem sido largamente usada em andlises de expressdo génica e diagnésticos clinicos
(ESPINOLA et al, 2014). A exatiddo e confianca da qRT-PCR sdo dependentes de muitos
fatores (KLATTE e BAUER, 2009), como por exemplo, a qualidade do RNA, a eficiéncia de
transcricdo reversa e a escolha apropriada de genes de referéncia ou endégenos. Em uma
investigacao de expressdo génica, a escolha de um gene de referéncia apropriado é uma questao
crucial para quantificar com exatiddo os niveis de expressdao usando qRT-PCR (KONG et al,
2015).

As respostas moleculares sdo geralmente consideradas efeitos similares paralelos a
niveis funcionais, e as variacdes nos niveis de mRNA sdo frequentemente discutidos em termos
de regulacdo (aumento ou diminui¢do) gé€nica de complexos bioquimicos ou mesmo vias

metabdlicas (REGOLI et al., 2011).



33

O uso das andlises de expressdo gé€nica aponta para o entendimento dos processos
biolégicos relacionados as mais variadas condi¢cdes em organismos vivos, permitindo a
identificacdo de marcadores diagndsticos como alvos terapéuticos no tratamento de possiveis
distdrbios. A utilizacdo de genes de referéncia € indispensdvel para a quantificacdo relativa das
andlises da expressdo génica € como esses genes vao se comportar, (sua estabilidade), pode
variar dependendo do desenho experimental, por isso € necessdrio teste de confiabilidade dos
genes endogenos (HUL et al., 2020).

A maior parte das pesquisas sobre estresse oxidativo se concentrou na resposta das
atividades enzimdticas antioxidantes sozinhos, € pouco se investigou sobre os efeitos causados
nos genes de enzimas antioxidantes em nivel transcricional, especialmente em organismos
aqudticos. Estudos investigatérios para a compreensdo dos mecanismos bioquimicos
envolvidos na defesa e na toxicidade de algumas substancias comuns nos ambientes aquéticos
¢ fundamental para entender o destino cronico e agudo desses organismos no meio ambiente
(GONCALVES-SOARES et al., 2012). Alguns estudos sobre a CAT em organismos aquéticos
nos mostram algo especial, uma vez que alteracdes nas atividades catalitica e na expressao
génica foram apontadas como um efeito causado pela exposi¢do a microcistinas (MCs) em
vertebrados (XIONG et al., 2010). Com estes resultados foi proposta a hipétese de que as
mudancas na atividade da CAT podem ser devidas ao aumento de radical anion superéxido
causado pelos MCs e podem aparecer junto com uma expressao diminuida do mRNA da CAT
(XIONG et al., 2010).

A unido de MCs com glutationa (GSH) é estimulada por glutationa S -transferases
(GSTs) nos mais variados organismos aquaticos, (plantas, moluscos, crusticeos e peixes
(PFLUGMACHER et al., 2004). Essa relagdo € comumente considerada a principal via para
desintoxicacdo de MC desses organismos, elaborando a partir dai compostos mais polares e
tornando possivel a excrecdo dessas toxinas (PFLUGMACHER et al., 2004, BEATTIE et al.,
2003). A GST, representa uma familia de enzimas citosélicas, mitocondriais multifuncionais
que catalisam o ataque nucleofilico de GSH a substancias que contenham dtomo de carbono,
nitrogénio ou enxofre eletrofilico (HAYES et al., 2005, HUBER et al., 2008). Essas isoformas
enzimadticas, foram categorizadas em classes e apresentam distribui¢do especifica de érgaos
(SATO et al., 1984, HAYES e MANTLE, 1986, HAYES et al., 2005). A andlise das etapas
transcricionais e atividade enzimadtica dessas proteinas vem ajudar na compreensdo dos
mecanismos metabolicos e eliminacdo da toxina em organismos aquaticos (GONCALVES-
SOARES et al., 2012). Nos tltimos anos, mais estudos sobre GST e CAT em organismos
aqudticos se concentram nas caracteristicas biomarcadoras das enzimas. Uma melhor

caracterizacdo da expressdo génica GST e CAT devem ser abordadas para complementar os
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mecanismos bioquimicos envolvidos na eliminacdo de toxinas dos organismos

(BLANCHETTE et al., 2007).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 LICENCA E DECLARACAO DO COMITE DE ETICA

A coleta dos peixes de S. herzbergii (Bloch, 1794) foi autorizada junto a Secretaria
Estadual de Meio Ambiente e Recursos Naturais — SEMA (015/2019) e todos os procedimentos
metodoldgicos para a manipulagio dos peixes foram aprovados pelo Comité de Etica
Institucional da Universidade Estadual do Maranhio - CEEA (niimero 01/2018 CRMV-MA),
cumprindo as diretrizes do Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal/ Sociedade Brasileira
da Ciéncia em Animais de Laboratério - SBCAL/COBEA (SBCAL/COBEA,
http://www.sbcal.org.br).

3.2 AREA DE ESTUDO

Os espécimes de S. herzbergii (Bloch, 1794) foram capturados em dois locais na Baia
de Sao Marcos (Figura 1). O primeiro em Porto Grande que estd localizado perto do porto
ALUMAR/ALCOA (sob coordenadas, 02°43°14°°S e 044° 23°35°’W), area caracterizada como
potencialmente contaminada (Figura 2A) por abrigar em seu entorno o complexo portudrio de
Sdo Luis e também o complexo industrial gerando contaminantes quimicos para o meio
ambiente através de suas atividades constante de extracdo de minério, transporte de cargas com
produtos nocivos como minério de ferro por exemplo, por navios de grande porte na Baia de
Sdo Marcos.

O segundo local denominado de Ilha dos Caranguejos (sob coordenadas, 02° 49° 33,6”
S e 44° 28’ 51,17 W) esta localizado a oeste da Baia de Sao Marcos a 30 km da ilha de Sdo
Luis. Em associa¢do com vérios municipios da Baixada Maranhense, a Ilha dos Caranguejos
faz parte da Area de Protecio Ambiental da Baixada Maranhense, criada pelo Governo do
Estado do Maranhdo, através do decreto de n° 11.900 de 11 de junho de 1991 e reeditado em
05 de outubro de 1991. Essa APA enquadra-se no setor norte da plataforma continental
brasileira e recebe dguas do rio Mearim (PINHEIRO-SOUSA et al., 2021). Foi usado como
uma darea de referéncia com base no pressuposto que estaria “livre” de contaminacio direta

(Figura 2B).


http://www.sbcal.org.br/
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Figura 1. Localizacdo dos pontos de coleta na regido portudria e na Ilha dos Caranguejos, Baia
de Sdao Marcos, Maranhio.
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Figura 2. Imagens das dreas de estudo. A. Regido de Porto Grande pr6ximo ao Terminal da

Alumar. B. Tlha dos Caranguejos (Area de Protecio Ambiental).

3.3 AMOSTRAGEM DOS EXEMPLARES DE S. herzbergii (BLOCH, 1794)

A amostragem de S. herzbergii (Bloch, 1794) (Figura 3) ocorreu semestralmente em

dois anos de coletas com um total de 20 exemplares por coleta nos meses de marco (2019 e

2021), representando o periodo chuvoso, e julho representando o periodo de estiagem para a

regido (como o ano de 2020 foi o ano da Pandemia, ndo foi possivel realizar as coletas previstas
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para essa época). Os exemplares capturados com auxilio de redes de emalhar nas duas dreas de
estudo (IC e PG) foram divididos para andlises biométricas, histoldgicas, enzimdticas e
moleculares, foram utilizados o total de 80 exemplares de peixes dos dois anos de coletas, sendo
que dessa amostragem somente 20 fragmentos de branquias e 20 fragmentos de figados de S.
herzbergii (Bloch, 1794) do ano de 2021 (chuvoso e estiagem) foram utilizadas para as analises
da expressdo génica dos genes endégenos (f-actina, PPIA, Citocromo b, 18S rRNA e 28S rRNA)
e alvos (GST e CAT).

Figura 3. Exemplar da espécie de S. herzbergii (Bloch, 1794) coletada nas dreas de estudo.

3.4 AMOSTRAGEM DAS VARIAVEIS ABIOTICAS E COLETA DE SEDIMENTOS

Parametros fisicos e quimicos, como temperatura (°C), pH (ppm), salinidade (ppm) e
oxigénio dissolvido (mg/L), foram medidos nos locais estudados durante as estacdes seca e
chuvosa usando um multipardmetro HI 9829 m (Hanna Instruments, Woonsocket, RI, EUA).

As amostras de sedimento foram padronizadas granulometricamente em uma malha de
200 (74 um), secas em estufas a 40 °C, maceradas e armazenadas em frascos de propileno.
Cercade 1,0 g (peso seco) do sedimento foi utilizado em duplicata para determinar os elementos
traco e HPAs ap6s digestdo dcida com HNO3 (65%, Merck) e HCI (37%, Merck) aquecidos a
80 °C em um bloco de digestdo, e subsequentemente homogeneizados com 15 mL de HCI. Os
elementos traco (Al, As, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Sr, V e Zn) foram determinados
por espectrofotometria de emissdo Optica com plasma acoplado indutivamente (ICP-OES
Optima 8300, Perkin Elmer). Para a determina¢do do mercurio total (HgT) foram utilizados os

métodosdescritos por Malm et al. (1989), Bastos et al. (1998) e Bastos et al. (2015). Todas as
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amostras foram tratadas com H2SO4: HNO3 (1:1, Tédia, Brasil) e KMnO4 (5% p/v - Merck).
Ap6s a digestdo da amostra, 4,0 mL de solucdo de KMnO4 (5% p/v) foram adicionados e
deixados por mais 30 min no bloco de digestao (Tecnal-Mod.007A, Piracicaba, Sao Paulo,
Brasil) a 600C por 1h; seguido de resfriamento em temperatura 67 ambientes (£ 25 °C) e adi¢do
de gotas de cloridrato de hidroxilamina (solugdo a 12%, p/v - Merck).

As amostras digeridas foram diluidas com 10,0 mL de dgua ultrapura (Milli-Q Plus,
Millipore, Bedford, MA, EUA). As medi¢des totais de HgT foram avaliadas por
espectrofotometria de absor¢do atbmica em vapor frio (Flow Injection Mercury System- FIMS
-400- Perkin Elmer, Ueberlingen, Alemanha). Para controle analitico da qualidade, foram
utilizados reagentes com alto grau de pureza analitica (PA, Merck) e amostras de referéncia
certificada (Sedimento: SS2 SSP-SCIENCE; peixe: Dorm-4, NCR). As solugdes foram
preparadas com dgua ultrapura (Milli-Q Plus, Millipore). Todas as vidrarias utilizadas foram
primeiro descontaminadas com 5% de HNO3 (v/v, Merck) por 24h e lavadas com &4gua
ultrapura. As porcentagens médias de recuperagdo em precisdo foram de 80% a 120% para
todos os elementos traco analisados.

As amostras dos sedimentos foram armazenadas a -80°C e apds digestdo 4dcida foram
utilizados protocolos da Agéncia de Protecio Ambiental Americana (USEPA 3550C/8270D
para HPA). A andlise foi realizada utilizando espectrometria de emissdo Optica com plasma

indutivamente acoplado (ICP OES Optima 8300, Perkin Elmer).

3.5 DADOS BIOMETRICOS DE S. herzbergii (BLOCH, 1794)

Os peixes foram anestesiados com 6leo de cravo (eugenol) e eutanasiados por imersao
em agua com gelo (0°C a 4°C). Os espécimes foram submetidos a biometria e registrados os
dados de comprimento total (CT), comprimento padrdao (CP), comprimento furcal (CF) em cm
e peso total (PT) em grama. Em seguida foram abertos por incisdo vertical para observagao e
classificacdo macroscOpica das gdbnadas (machos e fémeas) de acordo com Lowerre-Barbieri e?
al. (2011): ciclo 1 (em desenvolvimento), ciclo 2 (em desova), ciclo 3 (em regressdo) e ciclo 4
(em regeneracdo). As amostras de figado e branquia foram preservadas em formalina a 10%

por 24 horas para andlises histoldgicas.
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3.6 PROCEDIMENTO HISTOLOGICO EM BRANQUIAS E FIGADO DE S. herzbergii
(BLOCH, 1794)

Os arcos branquiais e o figado dos bagres foram descalcificados por 24 horas em solugdo
de 4cido nitrico a 10%; em seguida foram desidratados em séries crescentes de dlcoois,
diafanizados em xilol, impregnados e incluidos em parafina. Cortes transversais, de
aproximadamente 5 um de espessura, foram corados com Hematoxilina e Eosina (HE). A
leitura foi realizada com auxilio do microscépio 6ptico Zeiss (Carl Zeiss, Oberko chen,
Alemanha) e fotomicrografadas usando um OlympusBX51 microscopio. As alteragcdes
histoldgicas branquiais e hepaticas foram avaliadas de forma semiquantitativas de acordo com
o sistema de pontuacao de Bernet ez al. (1999) que avaliam a extensao e gravidade de severidade

das alteracoes através de um sistema de pontuacao e indices matematicos.

3.7 PROCESSAMENTO DE TECIDOS E ANALISES BIOQUIMICAS

Amostras de figado e branquias dos peixes foram homogeneizadas em tampao fosfato e
centrifugadas, sendo o sobrenadante utilizado para determinacdo da atividade enzimética da
glutationa-S-transferase (GST), catalase (CAT). A atividade da GST foi quantificada em
espectrofotometro no comprimento de onda de 340 nm a 25° C, conforme Camargo; Martinez
(2006), utilizando-se glutationa reduzida (GSH) e 1-chloro-2,4 dinitrobenzene (CDNB) como
substrato, em tampao fosfato de potassio (0,1M), pH 7,0. J4 a atividade da CAT foi estimada,
a 240 nm, pela taxa de decomposicao do perdxido de hidrogénio (H202) de acordo com Ventura

et al. (2002).

3.8 ANALISE DE EXPRESSAO GENICA DE GENES ENDOGENOS (B-ACTINA, PPIA,
CITOCROMO B, 18S RRNA E 28S RRNA) E GENES INDICADORES DE ESTRESSE
OXIDATIVO (GST E CAT).

Para avaliagdo da expressdo génica diferencial foi estabelecida uma amostragem de 20
fragmentos de branquias e 20 fragmentos de figados de S. herzbergii (Bloch, 1794) coletados
nas duas dreas de estudo e periodo sazonal (chuvoso e estiagem) para o ano de 2021. As
amostras foram armazenadas em solucdo de RNAlater™ (Thermofisher Scientific, Inc.), para
estabilizacdo e prote¢do do RNA celular por 24h e em seguida, acondicionadas a -20 °C até a

realizacdo das andlises moleculares.
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3.8.1 Extracao de RNA

Para extracdo do RNA, foi utilizado aproximadamente 100 mg dos tecidos de cada
animal, de acordo com o protocolo do reagente TRIzol™ (Thermo Fisher Scientific, Inc.),
seguindo as instru¢des do fabricante. A concentragdo e qualidade da extracdo do RNA extraido
foi analisado em espectrofotdmetro (NanoDrop, Thermo Fisher Scientific). As amostras foram

padronizadas na concentracao de 500 ng/ul de RNA para realizacdo da RT-PCR (Figura 4).

Figura 4: Esquema que demonstra os passos fundamentais para processamento da expressao

das isoformas GST e CAT a partir de tecidos de figado e brinquias de peixes Sciades herzbergii
(Bloch, 1794).
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Branquias
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Ensaios de RNA
de gPCR e
PCR

i
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3.8.2 Selecdo dos genes e design de primers

Para determinar e otimizar a concentracio dos genes utilizados para analisar o perfil de
expressdo génica, foram testados sete genes: enddgenos - fS-actina, PPIA, Citocromo b, 18S
rRNA e 285 rRNA e dois genes alvos CAT e GST associados ao estresse oxidativo em amostras
de tecidos de branquias e figados de peixes (Tabela 1). Devido a auséncia de estudos genéticos
com esses marcadores na espécie S. herzbergii (Bloch, 1794), os oligonucleotideos escolhidos
foram referentes a sequencias previamente depositadas no Genbank, com outras espécies de
peixes (Tabela 1). Por outro lado, trés genes enddgenos de espécies de peixes pertencentes a
familia Ariidae foram desenhados para esta pesquisa, utilizando a ferramenta Primer BLAST

(NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast), com base em sequéncias parciais
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previamente depositadas no banco de dados genético dos genes Citocromo b, 18S rRNA
(KJ774714.1) e 28S rRNA (AF056012). Em seguida, as sequéncias dos genes foram alinhadas
com outras depositadas, usando uma pesquisa nucleotideo BLAST (NCBI
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) para confirmar especificidades. Os primers foram sintetizados

por Custom DNA oligos Synthesis Services (Thermo Fisher Scientific, Inc.).

3.8.3 PCR quantitativo em tempo real - RT-qPCR

A conversao enzimdtica do RNA extraido em um DNA complementar (cDNA) foi
realizada utilizando o kit comercial SuperScript® III First-Strand Synthesis System para RT-
gPCR (Thermo Fisher Scientific, Inc.). As reacdes de transcricdo reversa foram realizadas
utilizando o termociclador SimpliAmp™ (Thermo Fisher Scientific, Inc.). Em seguida, as
amostras foram armazenadas a -20°C até a realizacdo da reacdo em cadeia de polimerase em
tempo real (QPCR) para detecc¢ao dos genes escolhidos.

A eficiéncia da amplificacdo de sequéncias foi calculada a partir da constru¢do de uma
curva padrdo usando dilui¢des em série de quantidades conhecidas de cDNA (1000, 100, 10, 1
e 0,1 pg/uL) para todos os genes testados, todos realizados em duplicatas. O protocolo de
amplificacdo utilizou mix de reacdo contendo 10 pL de cada primer (2,5pmol), SuL. de
PowerUp SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, Warrington, UK) e 2 uLL de nuclease-
free water (Promega, Madison, Wisconsin, EUA). 2uLL de cDNA sintetizado de acordo com o
protocolo de transcricao reversa, foi adicionado a cada reacao.

Antes que os niveis de expressdo dos sete genes candidatos fossem detectados usando
qRT-PCR, a eficiéncia dos primers foi confirmada usando PCR convencional. Cada reacdo teve
um volume final de 25 pL, sendo 12,5 uL de PCR Master Mix Promega®© (TagPolymerase,
dNTPs, MgCl,, buffer), 1 uL de cada primer (2,5 pmol), 8,5 uL de d4gua nuclease free (Promega
©) e 2 uLL de cDNA confeccionado e padronizado na concentragdo de 250 ng/uL. As condi¢des
de ciclo e temperatura foram as seguintes: 95°C por 3 min, seguido de 40 ciclos de 95 °C por 3

segundos, 60 °C por 20 segundos e 72 °C por 20 segundos.

Os genes enddgenos com amplificacdo positiva no ensaio convencional usando
eletroforese em gel de agarose a 1,5% e também os genes alvos (GST e CAT) foram submetidas
a PCR em tempo real para avaliacdo da expressdo génica nas amostras de branquias e figados
de peixe das dreas de estudos (Tabela 1). O ensaio foi conduzido utilizando o mesmo

equipamento e concentracdo de reagentes utilizados para o teste de eficiéncia. Todas as
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amostras foram diluidas para a concentracdo 1:9 e realizadas em duplicatas para os genes

testados.

Os dados de expressao génica foram obtidos a partir da amplificacdo das amostras de

branquias e figados de peixe pela metodologia da RT-qPCR com o corante fluorescente SYBR

Green. O equipamento utilizado foi o QuantStudio 5 (Applied Biosystems). Os niveis de

expressao relativa dos genes testados foram calculados usando valores de Ct (threshold cycle)

e eficiéncias médias de amplificacdo do amplicon. Os valores de Ct gerados foram exportados

para posterior andlise dos dados (determinacdo da expressao génica).

Tabela 1. Lista de oligonucleotideos utilizados para realizacao do teste de eficiéncia pela RT-

Beta actina (f-
actin/ 189pb

18S rRNA

28S rRNA

Citocromo b (Cyt
B)

Prolil peptidase-
isomerase 1
(PPIA)

F:GGGAGTCTTTTACCACCGTTTC
R: TCGCCAGCAGCATACTTGTT

F:GGACTTTGAGCAGGAGATGG
R:ATGATGGAGTTGTAGGTGGTCT

F:GCCCTCTTCCAGCCCTCATTCT
R:TGGGGCAAGGGCGGTGATTT

F:ACCACATCCAAGGAAGGCAG
R:CACCAGACTTGCCCTCCAAT

F:TCCCTCCGAAGTTTCCCTCA
R: AGGTTGAGACTCGTTTCGGC

F:TCCCCTTCCACCCCTACTTC
R:GGGGGTTGGCAGAGGTAAAG

F:CATCCCAGGTTTCATGTGC
R:CCGTTCAGCCAGTCAGTGTT

Daphnia magna;

Oncorhynchus
mykiss/ " Truta-
arco-iris”

Daphnia magna

Neoarius graeffei
isolate

Arius felis

Notarius graeffei

salmdo do
Atlantico (Salmo
salar L.),

qPCR.
Sequéncia (5°-3°) Espécie Referéncia
Genes

Catalase (CAT) F-GCAGTGCCTTTTIGGGTTAGT On;oréy’?;m;s Glarzl(;g/lellan et

R:ACCAAACCACAACTCTTCAGTG ~ Mywss/ —lruta-—— i,
arco-iris

F:-TGATGTCACACAGGTGCGTA Oncorhynchus 588;*‘@6 etal,
R:GTGGGCTCAGTGTTGTTGAG mykiss

gg}f;gf;;‘e s- F-TATTGTGGGCTAATGTGTAAGAT Z;;los’; ?y,’f;’fu”;*; _ Slar%‘geﬂén et

(GSTY/159pb R: CCCTGAAGAGCTTTGTCG i

Wang et al., 2014

Garcia-Meilan et
al., 2022

Wang et al., 2014

Depositadas no
banco de dados
genético dos
genes (Genbank)
Depositadas no
banco de dados
genético dos
genes (Genbank)
Depositadas no
banco de dados
genético dos
genes (Genbank)
Bower and
Johnston (2009)
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3.9 TRATAMENTO ESTATISTICO DOS DADOS

Os dados biométricos e também os de expressdo génica de GST e CAT obtidos dos
peixes capturados nas duas dreas de estudos estdo representados como média + desvio padrao.
Os pressupostos de normalidade (Teste de Shapiro-Wilk) e homocedasticidade (Teste de
Levene) foram testados nos dados abidticos, biométricos, nas alteracdes histolégicas, na
expressdo génica de genes endogenos - f-actina, 18S rRNA e 28S rRNA e nas atividades
enzimaticas de GST e CAT para posterior aplicacao da andlise de variancia (One — way
ANOVA). Quando p<0,05 foi considerado diferencas significativas entre as varidveis. Quando
diferencgas significativas foram identificadas, o teste de Tukey foi aplicado.

Os dados foram analisados no programa MatLab (Mathworks Laboratory) versdo 2018,
e a caixa de ferramentas PCA versdao 1.5 (BALLABIO, 2015) foi usada para simulacdo de
andlise de componentes principais dos dados de atividade enzimdtica CAT/GST/ versus
expressao génica de GST e CAT e atividade enzimatica CAT/GST/ versus histologia. O nimero

o6timo de PCA a ser usado na analise foi estimado (KAISER, 1958).
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4 RESULTADOS

4.1 VARIAVEIS FISICO-QUIMICOS DA AGUA E OLIGOELEMENTOS E NIVEIS DE
HPAS EM AMOSTRAS DE SEDIMENTOS

Os parametros fisico-quimicos dos dois anos de coletas (2019 e 2021) estdo
apresentados na Tabela 2. Os resultados de temperatura, e Ph estdo de acordo com os limites
permitidos pela legislagio CONAMA 357/2005, nos dois anos de estudo. Também em 2021
observou-se valores de salinidade acima dos permitidos pela resolugdo CONAMA em PG no
periodo de estiagem para dgua salobra da classe 3 (Tabela 2). Comparando os dois anos de
estudo notou-se que os parametros de salinidade e oxigénio dissolvidos estavam com valores
mais alterados em 2021 em relacdo ao ano de 2019. Para os dados fisico-quimicos ndo houve

diferenca significativa (p>0,05) entre as amostras.

Tabela 2. Varidveis fisico-quimicos da dgua nas duas dreas de estudo Porto Grande e Ilha dos
Caranguejos em 2019 e 2021 em épocas diferentes do ano (Estiagem e chuvoso).

Ano de 2019
IC PG IC PG
Parametros fisic  Chuvoso Estiagem Chuvoso Estiagem CONAMA
quimicos 357/20052
Temperatura (°C) 28.7 28.2 28.2 30.3 28-32°C
Salinidade (ppm) 13.3 14.2 15.3 15.5 0,5- 30%o
Ph 7.41 7.77 7.53 6.79 5-9
Oxigénio
dissolvido O:
6.1 6.3 5.7 5.8 >3mg/L
(mg/L)
Ano de 2021
Temperatura (°C) 29.10 29.00 29.10 29.20 28-32°C
Salinidade (ppm) 13.10 29.00 25.20 32.50 0,5- 30%o
Ph 7.46 7.18 7.34 6.64 5-9
Oxigénio
dissolvido O2 4.90 7.63 6.20 5.70 >3mg/L

(mg/L)
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Os dados dos oligoelementos de metais tragcos e HPAs estdo representados na Tabela 3.
As concentracdes de oligoelementos nos sedimentos ocorreram na seguinte ordem de grandeza:
Fe>AI>Mn>Sr>Cr>Ba>V>Zn>Ni>Cu>Pb>As>Cd>THg. Al, Mn e Fe apresentaram valores
altos e com diferencga significativa (p<0,05).

A presenca de diferentes HPAs foi observada com concentragdes variadas nos
sedimentos entre os locais e estagdes analisadas (Tabela 3). Houve maior deteccao de anéis
HPAs 5-6 para PG acima dos niveis permitidos pela Agéncia Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA-Conselho Nacional do Meio Ambiente, 2004) em todos os periodos de coletas do
ano de 2019.

Tabela 3. Varidveis de oligoelementos e niveis de HPAs em amostras de sedimentos coletados
em duas épocas (estiagem e chuvoso) do ano de 2019.

Elemento Ilha dos Caranguejos Porto Grande
tracos Chuvoso Estiagem Chuvoso Estiagem
Hg 0.0260+0.0011 0.0314+0.0028 0.0292+0.0032 0.0305 +0.0035
Al 10076.31+41.75*  11949.47+818.33*  10252.33+739.50*®>  12365.58+2593.15*
As 6.05 £0.06 7.01 £0.52 5.60 £ 0.08 7.30£0.10
Ba 21.95+0.19 16.54 £ 0.57 15.83 £0.41 18.92 + 1.66
Cd 0.19 £0.00 0..23 £0.00 0.18 £0.01 0.23 £0.01
Co 4.84 £0.04 3.49+£0.03 3.76 £0.12 3.90£0.35
Cr 27.65 +0.51 24.46 £0.39 22.79 £ 0.64 26.74 £2.21
Cu 7.95+0.09 7.50 £0.03 7.57+0.16 8.14 £0.07
Fe 20611.10+ 80.30* 21481.52+677.14* 19381.87+ 877.96* 21764.62+ 2016.63*
Mn 338.25 £ 0.86* 308.63 £4.73* 125.06 + 6.25* 301.10 £44.93*
Ni 9.54 £0.11 7.40£0.19 7.26 £0.20 8.12+£0.56
Pb 6.60 £0.13 5.06 £0.15 5.15+£0.13 574 £0.22
Sr 113.43 £0.79* 363.81 £4.77* 222.12 £ 6.59* 281.32 +12.58*
v 21.25+£0.04 21.46 £0.70 20.26 £0.74 23.57+1.27
Zn 18.62 +0.11 13.88 +0.62 14.76 + 0.22 10:27%0:56
PAHS Ilha dos Caranguejos Porto Grande
Chuvoso Estiagem Chuvoso Estiagem
2-4-Ring
2-Meth 5.65 <LQ 99.6 19.05
AceP <LQ <LQ <LQ <LQ
AceN 6.78 <LQ <LQ <LQ

Chri <LQ <LQ <LQ <LQ
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DibenA <LQ <LQ 50.87 32.09
Phen <LQ <LQ <LQ <LQ
Fluoran <LQ <LQ <LQ <LQ
Fluore <LQ <LQ <LQ <LQ
Naph <LQ <LQ <LQ <LQ
Py 2.05 <LQ <LQ <LQ
BaA <LQ <LQ <LQ <LQ
5-6-Ring
BaP <LD <LD 415.2 331.1
BbF <LD <LD 348.1 270.7
BghiP <LD <LD 329.0 3034

Legenda.* ® Indica diferengas significativas entre os locais (p < 0,05).* Indica diferencas significativas entre as
estacdes (p < 0,05).LD, limite de deteccdo; LQ, limite de quantificacdo.Os dados para elementos tragco sdo
expressos como média + desvio padrdo. Os elementos traco acima dos limites maximos definidos pela Agéncia
Brasileira do Meio Ambiente (CONAMA, 2004) sao mostrados em negrito.Os HPAs acima dos limites mdximos
definidos pela Agéncia Brasileira do Meio Ambiente (CONAMA, 2004) sao mostrados em negrito.

4.2 DADOS BIOMETRICOS

Os dados biométricos dos exemplares de S. herzbergii (Bloch, 1794) estdo representados
na Tabela 4. No ano de 2019 os peixes da Ilha dos Caranguejos no periodo chuvoso (cIC)
apresentaram médias maiores de peso e tamanho quando comparados com Porto Grande nos
dois periodos do ano. Em 2021 os pesos e tamanhos dos peixes variaram, sendo que também
em cIC no periodo chuvoso os peixes tiveram médias maiores de pesos e tamanhos, enquanto
que em PG tanto no periodo chuvoso e de estiagem eles apresentaram valores altos de pesos e
tamanhos.

Os peixes apresentaram médias maiores de peso para os peixes coletados em 2021
quando comparado com as médias dos peixes de 2019. Por outro lado, em 2019 os peixes de
cIC apresentaram médias maiores de tamanhos. Houve diferenca significativa (p<0,05) das

médias de peso e tamanho nos dois anos de coletas e periodos do ano (chuvoso e estiagem).
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Tabela 4. Dados biométricos de S. herzbergii (Bloch, 1794) de duas areas de estudo Ilha dos
Caranguejos (IC) e Porto Grande (PG) em duas épocas (chuvosos e estiagem) dos anos de 2019
e 2021.

Ano de 2019
IC PG
Biometria Chuvoso Estiagem Chuvoso Estiagem
Peso total (g) 204.2+ 18.41* 204.2 +£ 105.44* 131.2 £25.77* 88.22 £+ 23.86*
Comprimento 28.8 +0.71* 11.63 +5.25% 2545+ 1.77* 2227 £2.13*%
total
Comprimento 2439+0.71 9.69 +1.18 20.65+1.79 18.77 £ 1.67
Padrao
Comprimento 25.26 £ 0.68 10.09 £ 1.18 2147 +1.74 19.27 £ 1.67
furcal
Ano de 2021

Peso total (g) 458.33 £136.94*% 2974 +127.84*% 306.08 +127.84* 419.81 +55.42%

Comprimento 19.69 *1.69* 17.35 £1.92* 12.00 +1.64* 18.78 +£0.81%*
total
Comprimento 1592 +1.48 13.18 £1.51 13.72 £1.51 15.87 £0.82
Padrao
Comprimento 17.32 £1.95 15.17 £1.81 15.41 £1.67 16.82 +0.68
furcal

Legenda. *- Diferenca significativa entre as amostras. IC — Ilha dos Caranguejos. PG- Porto Grande.

4.3 BIOMARCADORES HISTOLOGICOS EM BRANQUIAS E FIGADO DE S. herzbergii
(BLOCH, 1794).

Na tabela 5, os indices do 6rgdo de branquias e figados dos peixes S. herzbergii (Bloch,
1794) estao representados. As principais alteracdes identificadas em branquias foram:
Hemorragia (BLE), aneurisma (ANR), congestao (CG), deslocamento epitelial (LD) (Figura
S5SA) - distirbios circulatdrios; necrose (NC) (Figura 5C), estreitamento lamelar (LN),
degeneracao do tecido (TD) e fusdo lamelar (LF) -mudancgas regressivas; e hiperplasia (HYP)
(Figura 5B) -mudancas progressivas (Tabela 5).

O indice do 6rgao das alteracdes branquiais de S. herzbergii (Bloch, 1794) (Tabela 5)
foi mais alto para IC nas duas estagdes (chuvoso e estiagem) em 2019. Por outro lado, em 2021
PG apresentou indices altos de alteracao na estagdo chuvosa em comparacdo com IC. Contudo,

os valores dos indices das alteracdes branquiais foram maiores em 2019 do que em 2021.
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Para o figado as principais alteragdes identificadas foram: Hemorragia (BLE), fibrose

(FB), esteatose (ST) -distirbios circulatérios; degeneracdo tecidual (TD), vacuolizacdo dos

hepatécitos (VH) (Figura 5B), necrose (NC) (Figura 5C) — mudangas regressivas; e centro de

melanomacréfago (MC) (Figura 5A), infiltracdo leucocitaria (HI), células em diferenciacdo

(DC) e material amorfo encapsulado (EAM) — respostas inflamatérias (Tabela 5). O indice do

6rgao das alteracdes hepdticas em figado de S. herzbergii (Bloch, 1794) foram altos em PG nas

duas estacdes (chuvosa e estiagem) para os dois anos de coletas (2019 e 2021). Em 2019 os

exemplares de S. herzbergii (Bloch, 1794) apresentaram maiores indices do que em 2021.

Tabela 5. Indice do 6rgdo de branquias e figado de S. herzbergii (Bloch, 1794) de duas reas
de estudo Ilha dos Caranguejos (IC) e Porto Grande (PG) em duas épocas (chuvosos e estiagem)

dos anos de 2019 e 2021.
Fator de Chuvoso (2019) Estiagem (2019)
. Padroes de Tipo
Orgao importancia (log) (log)
reacoes de alteracao
w) IC PG IC PG
Hemorragia
Aneurisma
Distirbios
. i Congestao
circulatdrios
Deslocamento
epitelial
Necrose
Branquias Estreitamento 203 184 220 168
Mudancas lamellar
regressivas Degeneracdo do
tecido
Fusao lamelar
Mudancas
Hiperplasia
progressivas
Hemorragia
Distirbios
Fibrose
circulatérios
Esteatose
Degeneracao
tecidual
Mudancas Vacuolizagdo dos 40 86 70 80
regressivas hepatdcitos
Necrose
Centro de
Respostas
melanomacréfago

inflamatorias

S




Infiltragcdo

leucocitaria

Células em

diferenciagdo

Material amorfo

encapsulado
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()rgﬁo

Padroes de

reacoes

Tipo

de alteracio

Fator de
importancia

w)

Chuvoso (2021)

(log)

Estiagem (2021)
(log)

IC

PG

IC PG

Branquias

Distirbios

circulatérios

Hemorragia

Aneurisma

Congestdo

Deslocamento

epitelial

Mudangas

regressivas

Necrose

Estreitamento

lamellar

Degeneracdo do

tecido

Fusao lamelar

Mudancas

progressivas

Hiperplasia

27

35

39 34

Figado

Distirbios

circulatorios

Hemorragia

Fibrose

Esteatose

Mudancas

regressivas

Vacuoliza¢do dos

hepatdcitos

Necrose

Degeneracao

tecidual

Respostas

inflamatorias

Centro de
melanomacréfago

S

Infiltragdo

leucocitaria

Células em

diferenciacdo

Material amorfo

encapsulado

12

16 19

Legenda. IC — Ilha dos Caranguejos. PG — Porto Grande.
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Figura 5. Alteracdes branquiais e hepaticas em S. herzbergii (Bloch, 1794) capturados nas duas
dreas de estudos.

-~ -a-.- - -
r. e )

Legenda. (A) Deslocamento do epitélio (setas vermelhas finas), (B) hiperplasia (circulo vermelho) e (C) necrose
(setas pretas grossas). (D) Centro do melanomacréfago (seta vermelha fina), (E) vacuolizagdo (asterisco) (F),
necrose (seta preta fina). Coloracdo Eosina e Hematoxilina.

4.4. BIOMARCADORES ENZIMATICOS EM BRANQUIAS E FIGADO DE S. herzbergii
(BLOCH, 1794).

Nas Figuras 6a e 6b os resultados das atividades de GST em figados e branquias .de S.
herzbergii (Bloch, 1794) estdo representados. Como € possivel observar, a atividade de GST
em figado de S. herzbergii (Bloch, 1794) mostrou média maior no periodo chuvoso para os dois
anos de estudo 2019 e 2021, exceto em IC (2021) que apresentou medias altas para o periodo
de estiagem (Figuras 6a). No entanto, em 2021 essa atividade foi maior quando comparada ao
ano de 2019.

Contudo, os valores altos de GST em S. herzbergii (Bloch, 1794) para o ano de 2021
foram encontrados em PG. A atividade de GST em branquias de S. herzbergii (Bloch, 1794)
teve 0 mesmo comportamento, apresentando médias maiores no periodo chuvoso (Figura 6b).
Em 2021 os valores das médias da atividade de GST em branquias de S. herzbergii (Bloch,
1794) foram superiores em PG quando comparados a IC. Houve diferengas significativa
(p<0,05) entre os grupos somente para a atividade de GST para os dois anos (2019 e 2021) de

estudo e entre periodos (chuvoso e estiagem) nas branquias avaliadas dos peixes.
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Figura 6. Atividade de GST em branquias e figado de S. herzbergii (Bloch, 1794) coletados

em duas dreas na Baia de Sao Marcos (PG e IC) em dois anos 2019 e 2021 em duas épocas do
ano (chuvoso e estiagem).
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A CAT em figado de S. herzbergii (Bloch, 1794) apresentou diferenca significativa
(p<0,05) com valores médios altos no periodo de estiagem, principalmente em IC no ano de
2021 (Figura 7a). Por outro lado, em branquias de S. herzbergii (Bloch, 1794) essa atividade
foi maior na estacdo chuvosa para os dois anos de coletas, principalmente em PG em 2021

(Figura 7b).
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Figura 7. Atividade de CAT em branquias e figado de S. herzbergii (Bloch, 1794) coletados
em duas dreas na Baia de Sdo Marcos (PG e IC) em dois anos 2019 e 2021 em duas épocas do
ano (chuvoso e estiagem).
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4.5 RELACAO DOS MULTIBIOMARCADORES GST E CAT COM AS ALTERACOES
HEPATICAS E BRANQUIAIS EM S. herzbergii (BLOCH, 1794)

Uma relacdo entre os biomarcadores enzimaticos e as alteragdes histoldgicas em
branquias e figados de peixes foram avaliados por uma PCA (Figuras 8 € 9). A figura 8a (grafico
de scores - PC1 —26,78% e PC2- 21,96%) e a figura 8b (grafico de loadings - PC1 —26,78% e
PC2-21,96%) representam as duas PCAs nos gréficos e explicam a semelhanca de 48,74% dos
dados de GST e CAT e as alteragdes branquiais para o ano de 2021. As amostras de Porto
Grande chuvoso (cPG) s@o correspondentes aos biomarcadores enzimaticos GST e CAT em
branquias indicando que na maioria das amostras ha valores elevados em PG no periodo
chuvoso em 2021. Em relagdo aos biomarcadores histolégicos em branquias de S. herzbergii
(Bloch, 1794) a alteracdo aneurisma em branquias (bANR) possui o valor mais elevado em
amostras encontradas em Porto Grande estiagem (ePG). Também € possivel verificar a relacdo
da alteracdo bANR com a CAT e GST, pois as mesmas formam agrupamentos no periodo
chuvoso em PG no ano de 2021. Na maioria das amostras de branquias em Porto Grande
estiagem (ePG) tem-se valores bem elevados de hiperplasia em branquias (bHYP). O maior
valor de fusdo lamelar em branquias (bLF) encontra-se em Ilha do Caranguejos chuvoso (cIC)

para o ano de 2021 (Figura 8b). Pelo gréfico de Loadings (Figura 8b) podemos observar que o
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indice de degeneracgdo tecidual em branquias (bTD) € contrario ao CAT significando que nas
amostras, quanto maior o CAT menor o bTD e vice-versa. Algo parecido € evidenciando entre
o bTD e GST, porém em menos amostras (Figura 8b).

A figura 8c (grafico de scores - PC1 —31,8% e PC2- 23,41%) e a figura 8d (gréfico de
loadings - PC1 —31,8% e PC2- 23,41%) representam as duas PCAs nos gréficos e explicam a
semelhanca de 55,21% dos dados de GST e CAT e as alteragdes branquiais para o ano de 2019.
Ao avaliar os valores de GST e CAT com as alteracdes branquias em 2019, observou-se que ha
valores elevados de CAT e GST em IC em uma amostra no periodo de chuva (Figura 8c e 8d).
Para Ilha dos Caranguejos chuvoso (cIC) temos valores elevados de hemorragia em branquias
(bBLE), fusdo lamelar em branquias (bLF), aneurisma em branquias (bANR) e degeneracdo
tecidual em branquias (bTD) (Figura 8c e 8d). As alteragdes necrosem em branquias (bNC) e
estreitamento lamelar em branquias (bLN), apresentam forte relacdio com Porto Grande
chuvoso (cPG) (Figura 8c e 8d). As alteracdes de hiperplasia em branquias (bHYP),
degeneracao tecidual em branquias (bTD) e congestdo em branquias (CG) (Figura 8c e 8d),
foram frequentes em Ilha dos Caranguejos chuvoso (eIC) (Figura 8c e 8d). Quando GST e CAT
aumentam bLN, bNC e bTD diminuem e vice-versa (Figura 8d).

A figura 9a (gréfico de scores - PC1 —28,97% e PC2- 19,12%) e a figura 9b (grafico de
loadings - PC1 — 28,97% e PC2- 19,12%) representam as duas PCAs nos gréficos e explicam a
semelhanca de 48,09% dos dados de GST e CAT e as alteracOes hepaticas para o ano de 2021.
Para o ano de 2021, através do gréfico de loadings (b) fica evidente que nenhuma amostra
apresentou a alteracdo material amorfo encapsulado (fEAM) em figado de peixes. Existem
maiores valores de CAT em elC. As alteracdes degeneracdo tecidual em figado (fTD) e
esteatose em figado (fST), sdo opostos significando que quando uma aumenta a outra diminui
e vice-versa entre as dreas e periodos. A mesma andlise € similar para CAT com infiltragdo
leucocitaria em figado (fHI) e vacuolizacdo dos hepatdcitos em figado (fVH) com necrose em
figado (fNC). As alteracdes fST e fHI sdo mais comuns nas amostras de Porto Grande no
periodo chuvoso. A alteragdo fibrose em figado (fFB) possui valores elevados em PG na
estiagem.

A figura 9c (gréfico de scores - PC1 —28,57% e PC2- 19,85%) e a figura 9d (grafico de
loadings - PC1 — 28,57% e PC2- 19,85%) representam as duas PCAs nos gréaficos e explicam a
semelhanca de 48,42% dos dados de GST e CAT e as alteracOes hepaticas para o ano de 2019.
CAT e GST possuem valores elevados em uma amostra de IC no periodo de chuvoso. As
alteracodes fTD e células em diferenciacao em figado (fDC) ndo foram detectados em 2019. As
alteracoes fNC, fHI e fEAM possuem altos valores em ePG. No periodo de chuvoso, em PG,

ha valores elevados de hemorragia em figado (fBLE). Quando centro de melanomacréfago em
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figado (fMC) aumenta, fHI e fEAM diminuem e vice-versa. Ademais, quando CAT e GST

aumentam, fBLE diminui e vice-versa.

Figura 8. Andlise de componentes principais (PCAs) das alteracdes enziméticas GST e CAT
com as alteragdes histolégicas em branquias de S. herzbergii (Bloch, 1794) capturados em dois
periodos (chuvoso e estiagem) dos anos de 2019 e 2021.
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Figura 9. Andlise de componentes principais (PCAs) das alteracdes enzimdticas GST e CAT
com as alteragdes histoldgicas em figado de S. herzbergii (Bloch, 1794) capturados em dois
periodos (chuvoso e estiagem) dos anos de 2019 e 2021.
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Encapsulado. fDC - Células em Diferenciagdo — fTD — Degeneragao Tecidual.
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4.6 ANALISE DE EXPRESSAO GENICA DE GST E CAT EM FIGADO E BRANQUIAS DE
S. herzbergii (BLOCH, 1794)

4.6.1 Analise de expressao génica de Citocromo b, 285 rRNA e 18S rRNA, f-actina e PPIA
em figado e branquias de S. herzbergii (Bloch, 1794)

Os testes realizados para avaliar a eficiéncia do conjunto dos genes enddgenos (S-actina,
Citocromo b, 285 rRNA, 18S rRNA e PPIA) nas amostras de figado e branquias dos peixes
selecionados, utilizando o corante fluorescente SYBR, demonstrou que curvas de amplificacao
foram formadas apenas para os genes endogenos B-actina, 28S rRNA e 18S rRNA. As curvas
de melt dos genes PPIA e Citocromo b nao amplificaram, apenas curva com picos inespecificos
foram gerados, atestando a ndo expressdo desses genes no teste de eficiéncia. A PCR
convencional dos genes enddgenos fS-actina, 28S rRNA e 18S rRNA, apresentou uma tUnica
banda para cada gene, além disso, ndo ocorreram dimeros ou bandas amplificadas ndo
especificas (Figura 10), o que indicou que os primers projetados eram apropriados para qRT-

PCR.

4.6.1 Analise de expressao génica de GST e CAT em figado e branquias de S. herzbergii
(Bloch, 1794)

Teste de eficiéncia para os genes alvos GST e CAT nas amostras de figado e branquias
dos peixes avaliados, utilizando o corante fluorescente SYBR demonstrou a ndo amplicacdo
das cruvas de melt. Para a confirmacdo dos primers dos genes alvos GST e CAT, ndo houve
amplificacdo, indicando a ndo especificidade deste conjunto de genes para a espécie estudada

(Figura 10).
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Figura 10. Gel de eletroforese em agarose a 1,5%, corado com Sybr Safe, representativo da
amplificacdo dos genes CAT e GST e os genes endogenos B-actina, Cyt b, 28S rRNA e 18S
rRNA. PM= Peso Molecular; F=figado e B=branquia.

GST CAT B-actina Cyth 285 rRNA 185 rRNA

4.6.2 Dados estatistico das médias e desvios padrao de Ct — Threshold cycles dos genes
endogenos B-actina, 28S rRNA e 18S rRNA em figado e branquias de S. herzbergii (Bloch,
1794)

As médias e desvios-padrao de Ct dos genes enddgenos B-actina, 28S rRNA e 18S rRNA
em figado e branquias de S. herzbergii (Bloch, 1794) estao representados na Tabela 6. Nas
branquias o gene P-actina apresentou a maior média de Ct nas branquias dos peixes em
compara¢do com os genes endogenos 28S rRNA e 18S rRNA (Tabela). A maior média de Ct
de B-actina em branquias foi registrado no periodo chuvoso em IC quando comparado com o
periodo de estiagem (Tabela). Os genes enddgenos 28S rRNA e 18S rRNA também
apresentaram médias de Cts com valores altos em IC no periodo chuvoso em compara¢do com
o periodo de estiagem (Tabela 6). Quando comparado os maiores valores das medias dos genes
endégenos entre as dreas de estudos, observou-se que os genes f-actina e 28S rRNA
apresentaram médias de CTs alta em PG. Enquanto que a maior média de Ct para o gene 18S
rRNA foi registrado em IC no periodo chuvoso (Tabela 6). Nao houve diferenca significativa

(p<0,05) entre as médias das varidveis neste estudo.

Em figado de S. herzbergii (Bloch, 1794) o gene -actina também apresentou os maiores
valores médios de Cts nas duas éreas de estudo e nos dois periodos do ano — chuvoso e estiagem
(Tabela 9) quando comparado com os demais genes enddgenos 28S rRNA e 18S rRNA. As
maiores médias de B-actina foram registrados em IC e PG principalmente no periodo de
estiagem, tendo destaque o maior valor médio de Cts para esse gene na regido potencialmente

impactada (Tabela 6). Os genes 28S rRNA e 18S rRNA também apresentaram médias altas de
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Cts no periodo de estiagem nas duas dreas de estudos, contudo, os maiores valores de Cts desses
genes foram registrados na regido potencialmente impactada. Além disso, os genes 28S rRNA
e 18S rRNA apresentaram diferenca significativa (p<0,05) entre os periodos (chuvoso e
estiagem) em IC. O teste estatistico comparando os valores de Ct para as duas dreas de estudo

nao apresentou diferenca significativa (p>0,05).

Comparando as médias de expressdo génica dos trés genes enddgenos entre os dois
orgdos avaliados, mostrou que em branquias os valores médios de Ct foram altos quando
comparados com os valores de Ct em figados (Tabela). O gene enddgeno 18S rRNA se
comportou como o gene mais estdvel em estudos utilizando tecidos de branquias e figados de
peixes na expressao génica. E o B-actina como o gene endégeno mais instdvel para os dois

orgaos (Tabela 6).

Tabela 6. Média e Desvio-Padriao de Cts de genes endégenos B-actina, 28S rRNA e 18S rRNA
em figado e branquias de S. herzbergii (Bloch, 1794).

Genes end6genos em branquias

IC PG

Gene Chuvoso Estiagem Valor Chuvoso Estiagem Valor

de (p) de (p)

B-actina 22.28+4.18 17.04+091 0.07 22414539 22914426 0.90
28S Rrna 16.25+£5.99 9.87+0.54  0.10 16.41£5.81 15.79+£2.32 0.86
18§ Rrna 14.60+£6.32  7.44+0.60  0.09 13.65+£5.17 13.19+1.85 0.89

Genes endogenos em figado

B-actina 21.69+2.16 22.99+1.17 0.18 22.14+4.13 24.09£391 0.60
28S Rrna 12.4943.49  15.404£3.62 0.009°  12.778+3.69 15.80+4.36 0.44
18S Rrna 9.21+3.55 12.31£3.77  0.01° 10.19£3.99 12.36+4.61 0.59

Legenda: Numeros em negrito diferenca significativa p<0,05. Letra a. representa diferenca significativa entre a
sazonalidade (chuvoso e estiagem). IC-Ilha dos Caranguejos, PG- Porto Grande.
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4.6.2 Correlacao dos valores médios de Cts — Threshold cycles dos genes endégenos f3-
actina, 28S rRNA e 18S rRNA com as atividades enzimdticas de GST e CAT em figado e
branquias de S. herzbergii (Bloch, 1794)

A explicagdo dos dados para as amostras de branquias dos valores médios de Cts, dos
genes endogenos nas duas PCAs (gréfico de scores - PC1 — 74,12% e PC2- 24,04% (Figura
11a) e gréfico de loadings - PC1 —74,12% e PC2- 24,04% (Figura 11b) é de aproximadamente
98% cada. Em amostras de branquias, registrou-se altos valores de atividades enzimaticas de
CAT e GST no periodo chuvoso em PG (Figura 11 a e b). Valores elevados de Cts dos genes
endogenos 285 rRNA e 18S rRNA foram registrados em IC no periodo chuvoso (Figura 11 ae
b). Amostras com valores altos de Cts para o gene B-actina foram encontrados em PG na
estiagem (Figura 11 a e b). Na Figura 11b a PCA de loadigns ndo apresentou formacgao de
agrupamentos e também nao apresentou relacdo entre as atividades de GST e CAT com os

genes enddgenos (B-actina, 28S rRNA e 185 rRNA).

Para duas PCAs os valores médios de Cts no figado, demonstraram aproximadamente
93% de explicacao dos dados, dos genes enddgenos (grafico de scores - PC1 — 64,45% e PC2-
28,49% (Figuira 11c) e grafico de loadings - PC1 — 64,45% e PC2- 28,49% (Figura 11d).
(Figura 1lc e 11d). No figado, valores altos de atividades enzimaticas CAT, GST sdo
encontradas em amostras de IC na estiagem. Para os valores médios de Cts dos genes enddgenos
285 rRNA e 18S rRNA e B-actina foram encontrados em amostras de IC e PG na estiagem e IC
chuvoso. Na Figura 11d a PCA de loadigns nio apresentou formagdo de agrupamentos e
também ndo apresentou relagdo entre as atividades de GST e CAT com os genes endégenos (-

actina, 285 rRNA e 18S rRNA).
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Figura 11. Anélise de componentes principais (PCAs) das alteragdes enzimdticas GST e CAT
com o valor médio de CTs dos genes endégenos em branquias e figados de S. herzbergii (Bloch,
1794) capturados em dois periodos (chuvoso e estiagem) dos anos de 2021.
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5. DISCUSSAO

Entre os pardmetros fisico-quimicos da dgua registrados em duas areas da Baia de Sao
Marcos, apenas a salinidade na drea de Porto Grande, no periodo seco em 2021, estava em
desacordo com os padrdes da atual legislacdo ambiental (para dguas salobras classe 3,
CONAMA 357/2005). A salinidade elevada pode afetar a saide dos peixes, gerando desde
alteracOes no equilibrio osmético até estresse fisioldgico e metabdlico (CHRISTENSEN et al.,
2019), resultando na produ¢do de um grande nimero de espécies reativas de oxigénio. Esse
distirbio afeta a capacidade antioxidante, o que leva ao estresse oxidativo, influenciando
negativamente na satide dos animais (JIANG et al., 2022).

O elevado valor de salinidade pode ser devido a diminui¢do significativa do volume de
dgua devido a falta de chuvas, tipica deste periodo. Cavalcanti et al. (2018) também
encontraram situacdo semelhante durante o periodo seco na mesma regido e associaram-na a
diminui¢do da vazao dos rios (dos rios Mearim e Pindaré) e a influéncia das 4guas marinhas na
Baia de Sao Marcos, devido a a diminuicdo da proporcdo de aspecto (4rea onde a dgua doce e
a dgua salgada se misturam) determinada pela varia¢do da superficie livre e pelo movimento
das ondas gravitacionais superficiais. Macedo et al. (2024) registraram valores de temperatura,
salinidade e pH em duas localidades do Complexo Estuarino de Sdo Marcos, dentro dos limites
regulatérios, com excecdo dos niveis de oxigénio dissolvido, que na localidade de Porto Grande,
principalmente no periodo seco, ficaram abaixo do padrdo da legislagdo ambiental. Os dados
de Macedo e colaboradores para salinidade e oxigénio dissolvido diferenciam dos nossos
achados, pois a salinidade em 2021 foi alta em PG no periodo de estiagem e os dados de
oxigénio dissolvido foram altos em PG e IC no periodo chuvoso e estiagem nos dois anos de
coletas.

Oxigénio dissolvido € essencial para processos fisioldgicos vitais em peixes, também
servindo como um importante indicador de qualidade ambiental (YU ez al., 2023). Alta entrada
de contaminantes industriais e dguas residuais domésticas podem levar a desequilibrios nos
parametros hidrolégicos, especialmente aqueles relacionados a diminui¢do do oxigénio
dissolvido (SANTOS et al., 2009). O oxigénio dissolvido é considerado um dos principais
parametros que caracteriza os efeitos da poluicdo da dgua por efluentes e contaminantes
(OLIVEIRA et al., 2010).

Pinheiro-Sousa et al. (2022), ao avaliar S. herzbergiii (Bloch, 1794), e Jesus et al.
(2020), avaliando os invertebrados Ucides cordatus (Linnaeus, 1763), determinou as
concentracdes de Al, As, Cd, Fe, Mn, Pb, Ni e Hg em sedimentos coletados na Baia de Sao

Marcos. Niveis dos elementos foram encontrados acima dos limites estabelecidos por lei
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(CONAMA, 2004), situacdo também observada no presente estudo e relatado por Carvalho
Neta et al. (2012), Carvalho Neta et al. (2010) e Castro et al. (2018). Sedimentos sdo locais de
armazenamento de longo prazo para metais, e seu perfil € um importante indicador de qualidade
ambiental (QU et al., 2017).

A maioria dos oligoelementos nos sedimentos investigados nesta pesquisa estavam de
acordo com os niveis recomendados pela legislacdo brasileira normas regulatérias. No entanto,
alguns oligoelementos (Al, Fe, Mn e Sr) mostraram diferengas entre os locais amostrados.
Estudos anteriores em mesma regido relatam a presenca de oligoelementos em varios ambientes
matrizes (MACEDO et al., 2024; PINHEIRO SOUSA et al., 2021). Estudos de Silva Montes
et al. (2023) avaliou 352 exemplares de S. herzbergiii (Bloch, 1794) nos canais de maré de
Irinema e Buenos Aires (Baia de Sdo Marcos) e no estuario do Caeté (Pard) e encontrou um
fator de condi¢do de baixo valor, com as maiores concentracdes de Al, Cd e Hg no musculo
desta espécie no primeiro local de estudo. Enquanto estudos de Nunes et al. (2020) encontraram
maior concentracdo de Fe nos musculos de peixes capturados na Baia de Sdo Marcos e maior
concentracdo de Al no sedimento (46.645,4 + 8.815,1 nug-g-1) do que no presente estudo.
Oliveira et al. (2023) registraram concentracOes de zinco € manganés nas dguas, ao longo da
mesma Baia, acima do valor estabelecido pela corrente Legislacdo brasileira. A presenca de
altos niveis de metais no ambiente estuarino pode amplificar os efeitos téxicos sobre os
organismos, pois eles interferem nos processos de osmorregulacdo e também podem afetar
negativamente nas trocas gasosas (NUNES ez al., 2020).

No presente estudo, os peixes em IC no ano de 2019 tiveram pesos e tamanhos maiores
em ambas estacdes do que os espécimes PG. Por outro lado, em 2021 as médias pesos e
tamanhos variaram, pois notou-se valores maiores tanto em IC como em PG. Resultados
semelhantes foram descritos por Soares et al. (2020) para os mesmos locais: os peixes IC eram
mais pesados que os peixes PG. Os autores atribuiram esses resultados ao fato de que peixes de
o IC provavelmente apresentavam condicdes de alimentacao mais adequadas. Os achados vao
ao encontro dos de Carvalho-Neta et al. (2012) e Viana et al. (2021).

IC faz parte de uma Area de Protecio Ambiental, sofrendo menos impacto do que o
local do porto. Segundo Soares et al. (2020), exposi¢do de organismos a contaminantes e altas
concentracdoes de poluentes podem comprometer aspectos vitais bioldgicos, bioquimicos,
fisiolégicos, e sistemas comportamentais, levando ao redirecionamento de energia para
processos de desintoxicacdo e regulacdo (SOUSA et al, 2013), inferindo assim que as
condi¢Oes ambientais podem influenciar caracteristicas de desenvolvimento dos individuos,

como o peso e o tamanho dos peixes (PINHEIRO-SOUSA et al., 2022).
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As alteracdes observadas no presente estudo foram também descritas por Castro et al.
(2018) em um estudo com a mesma espécie que ocorrem na Baia de Sao Marcos. Os autores
descobriram que o deslocamento epitelial foi a alteracdo mais frequente, também descrita da
mesma forma por Sousa ef al. (2013) juntamente com fusio das lamelas secundérias. Segundo
Soares et al. (2020) também identificaram fusdo lamelar e deslocamento epitelial nos tecidos
de S. herzbergii (Bloch, 1794) amostrados na Baia de Sao Marcos em 2018 e 2019. A fusao
lamelar é um tipo de lesdo que ocorre como um mecanismo de defesa contra o contato entre
contaminantes e o epitélio lamelar; no entanto, essas alteragdes também reduzem a superficie
respiratéria, o que pode resultar em morte dos individuos pela reduzida capacidade de
realizagdo das trocas gasosas (PEREIRA et al., 2020).

Segundo Pereira et al. (2020), deslocamento epitelial € um dos biomarcadores mais
comuns observados nas branquias de peixes expostos a toxicidade aguda. Os autores
argumentaram ainda que a fusdo de lamelas secundarias também € frequentemente encontrada
em organismos afetados por contaminantes. Os peixes estdo diretamente associados ao
ambiente aquoso e mudancas no ecossistema sdo rapidamente refletidos em alteracoes
fisiol6gicas. A andlise das lesdes branquiais pode demonstrar o grau de estresse ao qual os
organismos estao submetidos (SOUSA et al., 2013). Deslocamento epitelial, fusdo de lamelas
secunddrias, aneurisma e hiperplasia, as alteracdes mais comuns observadas em branquias no
presente estudo, também foram relatados por Reis ef al. (2009) e Pinheiro-Sousa et al. (2021).
Esses estudos demonstram a importancia de identificar lesdes branquiais como estratégia para
avaliar a qualidade da dgua e saide da espécie. Branquias sdo importantes indicadores da
qualidade de 4gua devido a sua sensibilidade as condi¢des da dgua e contato direto com o
ambiente impactado.

A frequéncia das alteracOes histologicas nas branquias e figado de espécimes de S.
herzbergii (Bloch, 1794) coletados nas dreas de estudo indica que esses organismos estao sob
estresse causada por contaminacio por metais e HPAs. Avaliacdo histolégica de amostras de
figado de S. herzbergii (Bloch, 1794) revelou uma alta frequéncia de centros
melanomacré6fagos, necrose, vacuolizaciao de hepatdcitos e fibrose na amostra do estudo. Este
resultado estd de acordo com os achados de Carvalho-Neta et al. (2014), que afirmaram que
centros de melanomacréfagos sdo exemplos de mecanismos defesa.

Segundo Bombonato ef al. (2007), centros de melanomacréfagos atuam como forma de
defesa natural em peixes. Santos Filho et al. (2014), ao estudar biomarcadores histologicos em
peixes Osseos, observaram a presenca destas estruturas de defesa. O figado é um o6rgado
importante, pois desempenha funcgdes vitais, relacionadas ao metabolismo basal e participa de

desintoxicacdo, bioativacdo, acumulacdo e excrecdo de xenobidticos (FIGUEIREDO-



64

FERNANDES et al., 2006). Portanto, o 6rgdo € de grande interesse para investigar a exposi¢ao
de peixes a contaminantes (BERNET et al., 1999).

Alteracdes como necrose aparecem ap0s perda irrevogavel da funcdo celular (BERNET
et al., 1999). Essas patologias constituem uma resposta comum dos peixes em ambientes
aquéticos degradados (SOARES et al., 2020).

As branquias e o figado dos peixes capturados em PG apresentaram danos reversiveis e
irreversiveis. Alteracdes descritas como moderadas a leve podem permitir a regeneracio e
recuperacdao da funcdo da estrutura afetada, se houver uma diminuicdo na exposi¢do a
xenobidticos presentes no meio ambiente (BERNET et al., 1999).

Alteracdes histopatoldgicas em tecidos de peixes sdo biomarcadores de exposi¢cdo a
estressores ambientais, como um ou mais agentes toxicos (BERNET ez al., 1999). O alto trafego
de ndmero de navios no complexo portudrio provavelmente estd causando um aumento em
substancias toxicas que podem estar associadas a inducao de lesdes nas branquias e no figado
em peixes com consequente danos a saude aqudtica (CASTRO et al., 2018; SOARES et al.,
2020).

A CAT funciona na célula para eliminar espécies reativas de oxigénio (SANTANA et
al., 2018). A respeito de atividades enzimdticas neste estudo, CAT nas branquias de S.
herzbergii (Bloch, 1794) ndo mostram uma diferenca significativa, embora tenham apresentado
um valor médio superior desta atividade na época das chuvas em ambas as areas. Nos figados
dos peixes analisados observou-se que os maiores valores de CAT foram registrados
principalmente no IC no periodo seco.

Enzimas antioxidantes sdo consideradas de primeira linha de defesa celular contra danos
oxidativos (VAN DER OOST et al., 2003). Bioquimicamente, as c€lulas tentam eliminar
radicais livres formados durante a metabolizacdo de produtos quimicos usando enzimas
especificas, como CAT e GST (DI GIULIO et al., 1989).

As altas atividades de GST observadas em diferentes €épocas do ano podem ter sido uma
resposta fisiolégica para prevenir dano lipidico. Por outro lado, segundo Freire et al. (2015),
estas diferencas podem ser simplesmente sazonais. No entanto, o aumento da inducdo de GST
em locais contaminados sugerem que este tipo de enzima biotransformadora responde
fortemente a contaminacao ambiental (SANTANA et al., 2018).

O GST também apresentou alta atividade no periodo chuvoso em PG. Estes dados
corroboram com os descritos por Torres et al. (2023), para esta mesma espécie e regido. Este
resultado pode ser consequéncia da maior interacdo de peixes com substancias contaminantes

provenientes do transporte promovida pelo aumento do fluxo de 4gua nesse periodo.
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Em estudo realizado sobre a qualidade das dguas pluviais em Natal (Rio Grande do
Norte) Righetto e al. (2017) descobriram que o escoamento superficial tem grande potencial
para poluir corpos d'dgua ao encontrar altas taxas de concentracdo de poluentes em diferentes
intensidades de chuva. GST apresentou maiores valores em branquias e figado de peixes em
PG na estacao chuvosa para o ano de 2021, por outro lado, em 2019 houve um pico de atividade
de GST na estagdo seca em IC para os dados de figado, ou seja, esses dados indicam que a
sazonalidade pode estar diretamente influenciando as respostas bioldgicas nesses organismos,
independentemente da drea de coleta e estacao do ano.

Neste estudo ao relacionar as atividades enzimédticas com as alteracdes branquiais dos
peixes coletados em periodos distintos (chuvoso e estiagem) entre dois anos (2019 e 2021) de
estudo, observou-se respostas bioldgicas distintas de GST e CAT nas branquias entre os anos e
areas de estudo (conforme demonstrado nas PCAs). Para o ano de 2019, GST e CAT em
branquias de peixes apresentou valores altos em IC no periodo chuvoso, por outro lado essas
atividades enzimdticas foram diferentes para o ano de 2021 que registrou valores altos em PG,
também no periodo chuvoso. Esses dados demonstraram que a sazonalidade ndo interferiu em
nossos achados, tendo em vista que as alteracdes enzimaticas apresentaram relacdo na mesma
época do ano (chuvoso) independente da drea de estudo. Em 2019 Magalhaes et al. (2022) ao
avaliarem os impactos causados pelo derramamento de 6leo ocorrido na costa nordeste do
Brasil, detectaram a presenca de HPAs (principalmente naftalenos) em amostras de tecidos
comestiveis de vdarios organismos (peixes, crusticeos e moluscos). Esse evento que atingiu
vdrios estados da costa do Brasil (Maranhdo a Rio de Janeiro) provavelmente pode ter
influenciado nos resultados encontrados para as duas dreas de estudo em 2019.

No que se refere a presenca de hidrocarbonetos no ambiente marinho, observou-se que
esses compostos atuam como estressores significativos, devido a sua natureza persistente e
bioacumulativa, podendo provocar alteracdes adversas em processos bioldgicos essenciais,
levando a consequéncias graves para a saide das espécies expostas e, potencialmente, para os
ecossistemas como um todo (Lima et al., 2024). Os HPAs podem ser introduzidos no ambiente
marinho por diversas vias, como a deposicdo atmosférica, escoamento superficial, emissarios
domésticos e industriais, além de derramamentos diretos de petréleo ou derivados (Maioli et
al., 2010; Azevedo Neto et al., 2022).

Neste estudo a expressao génica dos genes alvos GST e CAT em branquias e figados de
S. herzbergii (Bloch, 1794) comportou-se de forma negativa, ndo ocorrendo a expressao nos
tecidos de branquias e figados de peixes, indicando que os genes em questdo sao muito
conservados para esta espécie e/ou o conjunto de primers desenhados para a pesquisa de

espécies diferentes e de espécies da mesma familia ndo corresponderam aos resultados
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esperados por ndo serem especificos para a espécie; outra hipdtese para esse resultado pode ser
o fato de que a expressdo ndo foi registrada porque ndo teve alta atividade dessas enzimas. Nao
foram encontrados os primers especificos dos genes alvos (GST e CAT) da espécie em estudo
para se ter um diagndstico mais preciso dos resultados. Isto pode também estar relacionado com
a ndo amplificacdo dos genes alvos, uma vez que, primers especificos aumentam a chance de
responder melhor a expressao dos genes. Isso se deve ao fato, de nao estar ainda disponivel nos
bancos de dados gendmicos o sequenciamento genético da espécie. A abordagem desta pesquisa
ainda € inicial, embora existam registros de genes enddgenos no banco de dados (NCBI
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) para individuos da mesma familia Ariidae (Neoarius graeffei
isolate, Arius felis e Notarius graeffei), conforme foi utilizado neste trabalho.

Embora ndo existam estudos da expressdao génica dos genes alvos GST e CAT para a
espécie S. herzbergii (Bloch, 1794) que possam servir de base para discutir os achados desta
pesquisa, na qual ndo foi possivel verificar a expressdo génica dos genes investigados, estudos
com outras espécies (Oreochromis niloticus, Tilapia zillii e Pelteobagrus fulvidraco) avaliaram
a expressdo dos genes relacionados com o estresse oxidativo GST e CAT em condigdes
experimentais controladas utilizando metais pesados em ensaios ecotoxicolégicos em diferentes
tecidos (ABDEL-GAWAD et al., 2020; KU et al., 2014; SADDICK et al., 2017).

A presente pesquisa consistiu na primeira descri¢ao e avaliacdo de genes enddgenos
(Housekeeping genes) para S. herzbergii (Bloch, 1794) no Brasil. Neste estudo, observou-se
que altos niveis de expressdo génica, sobretudo para o gene enddgeno /8S rRNA, o torna um
excelente candidato para utilizacdo em pesquisas futuras, uma vez que este gene desempenha
um papel crucial nas células eucaridticas, sendo um componente ribossomico importante na
sintese de proteina e na traducao e ligacdo dos aminodacidos nas células. O gene endégeno 18S
rRNA ¢ frequentemente usado como um gene de referéncia em experimentos de quantificacdo
de RNA, como RT-qPCR, devido a sua expressdao estivel e abundante nas células
(JOHANSSON et al., 2007; YANG et al., 2022). Os genes enddgenos expressos neste estudo
demonstraram nos tecidos de branquias e figado que os peixes de PG apresentaram medias de
Ct para B-actina e 285 rRNA com valores altos, indicando que sdo genes menos estdveis. Esses
resultados também sugerem uma provdavel atuacdo da regido e periodo sazonal, que
possivelmente influenciaria na estabilidade do gene, conforme observadas nas importantes
alteracdes a niveis histolégicos relacionadas a estas varidveis, uma vez, que as alteracdes
histoldgicas e enzimaticas apontam para valores semelhantes na regido de PG. Da mesma forma
Jesus et al. (2021) e Pinheiro-Sousa et al. (2021) ja demonstraram na regiao de PG componentes
quimicos como os oligoelementos que influenciam na bioacumulacio de tecidos de peixes e

crustdceos nessa regido. E ainda conforme Abdel-Gawad et al. (2020) avaliando a indugédo do
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estresse oxidativo por metais pesados em Oreochromis niloticus, verificaram a inducdo e
reducdo da expressdo génica de GST e CAT em branquias e figados nessa espécie, quando as
concentracdes de Cu e Zn eram aumentadas durante o ensaio. Dentre os conjuntos de genes
testados, verificou-se expressao negativa dos genes-alvo CAT e GST pelo método da RT qPCR
assim como foi visto por ensaio anterior realizado por meio de PCR convencional, tanto em
brinquias quanto em figado de peixes. Os genes enddgenos f-actina, 285 rRNA e 18S rRNA,
apresentaram expressdo, isso indica que o material biolégico tinha qualidade e o método foi
aplicado corretamente, visto que os genes endogenos se expressaram nas amostras de figado e
branquias analisadas.

O método de RT gqPCR foi aplicado corretamente (tanto € que ocorreu expressao de
genes enddgenos). Contudo, ndo ocorreu expressao de genes alvos de GTS e CAT. Esse
resultado pode estar relacionado com a inespecificidade dos primers utilizados para a espécie,
o tempo de exposi¢do do animal aos poluentes, que tem um ciclo de vida aproximadamente de
trés anos ou a capacidade de resisténcia do peixe aos poluentes especificos do estudo. Todos

esses aspectos podem ser investigados e constituem em ponto de partida para pesquisas futuras.
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6 CONCLUSOES

O taxon S. herzbergii (loch, 1794) foi considerado nesta investigacdo como um
excelente organismo modelo para a avaliacdo de dreas protegidas e impactadas, apresentando-
se, assim, como biomonitor de dreas portudrias, dada a sua capacidade de resposta aos
contaminantes aos quais sa0 eXpostos.

A frequéncia de alteragdes histoldgicas e enzimdticas nas branquias e no figado dos
espécimes de S. herzbergii (Bloch, 1794) coletados na regido portudria indica que esses
organismos estdao sob estresse causado por contaminantes de origem antrdpica. As alteracdes
histolégicas mais frequentes e mais graves nos peixes amostrados na regido mais impactada
mostram que a sanidade dos exemplares de S. herzbergii (Bloch, 1794) esta comprometida.

As atividades de Catalase e glutationa S-transferase observadas nos peixes nas
diferentes estacdes de coleta podem ter sido uma resposta biolégica para evitar danos lipidicos
significativos, visto que as enzimas antioxidantes e de biotransformacio sdo consideradas a
primeira linha de defesa contra os danos causados por estresse oxidativo.

Os dados das expressdes genicas de GST e CAT apresentaram resultados de expressao
negativa; por outro lado, genes enddgenos apresentaram respostas positivas indicando a
confiabilidade do método aplicado para S. herzbergii (Bloch, 1794). Dessa forma, novos
estudos para essa espécie podem ser aprofundados através de ensaios ecotoxicoldgicos com
base na expressao de GST e CAT que verifiquem os efeitos especificos de poluentes quimicos

a nivel molecular.
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APENDICE A — Artigo intitulado “Impacted stuaries on the Brazilian Amazon cost near port
regions influence histological and enzymatic changes in Sciades hernergii (Ariidae, Bloch,
1794)” publicado na revista Brazilian Journal of Biology.
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APENDICE B — Artigo intitulado “Trace elements and multibiomarkers in Sciades herzbergii

(Pisces, Ariidae) for monitoring port areas on the north coast of the Amazon, Brazil” publicado
na revista Regional Studies in Marine Science.
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