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RESUMO

Este estudo teve como objetivo analisar biomarcadores histologicos em branquia, figado, rim e
gbnada na espécie Lutjanus chrysurus em um dos trechos mais afetados pelo derramamento de
6leo no estado de Pernambuco. Os peixes foram adquiridos pela compra comercial na ilha de
Itamaracd, Pernambuco. Em Laboratério foram obtidos os dados biométricos de cada exemplar
e feita a dissecacdo dos espécimes, para remocgao e fixacao das branquias, rins, gbnadas e figado,
quando estes foram fixados em formol a 10% por 24 horas. Em seguida as branquias foram
descalcificadas por 9hs. As amostras dos tecidos foram submetidas a técnica histolégica padrao,
sendo desidratadas em séries crescentes de dlcoois, diafanizadas em xilol, impregnadas e
incluidas em parafina. Em seguida cortes transversais de 5 micrometros de espessura foram
corados com Hematoxilina e Eosina (HE) e as 1aminas foram analisadas em microscépio de luz.
Os dados biométricos dos peixes da drea de estudo foram expressos em médias e desvio-padrao.
Para verificar a normalidade utilizou-se o (Teste Shapiro-Wilk) e homocedasticidade (Teste de
Levene). O teste t de student foi utilizado para verificar possiveis diferencas entre as médias. O
teste t de student foi utilizado para comparar os dados das lesdes branquiais e hepdticas
encontradas. Os dados mostraram lesdes branquiais e hepéticas significativas nos peixes da drea
de estudo. As principais lesdes encontradas para as branquias foram fusdo, hiperplasia, necrose
e desorganizagdo lamelar, os dados estatisticos demostra haver diferengas significativas apenas
para a lesdo desorganizacdo lamelar. As lesdes hepaticas mais observadas foram fibrose, necrose
e esteatose para a coleta 1, ja para a coleta 2 as lesdes mais frequentes foram necrose, centro
melanomacrofdgos (CMMs) e células em diferenciacdo. O teste t demostrou haver diferencas
apenas para as lesdes fibrose e necrose (p<0,05). Para o tecido renal as alteragdes observadas
foram espacamento do endotélio capilar, aumento do limen tubular, aumento na capsula de
Bowman, necrose, CMMSs, oclusdo da luz tubular e dilatagdo do vaso sanguineo. Para as gonadas
as alteracOes observadas foram CMMs, necrose e foliculo atrésico. A biometria indicou para os
peixes que ndo houve diferencas significativas entre os sexos (p>0,05). O estudo indicou que as
respostas bioldgicas alteradas (alteracOes branquiais, hepdticas, renais e gonodais) comprovam
que esses animais estdo submetidos a niveis de estresse que estdo comprometendo as suas
atividades bioldgicas.

Palavras-chaves: Histologia, Peixes, Contaminacio; Regido Costeira



ABSTRACT

This study aimed to analyze histological biomarkers in gills, liver, kidney and gonad in the
species Lutjanus chrysurus in one of the stretches most affected by the oil spill in the state of
Pernambuco. The fish were acquired by purchasing trade on the island of Itamaracd,
Pernambuco. In the laboratory, biometrics of each specimen and dissection for removal and
fixation gills, kidneys, gonads and liver was carried out when they were fixed in 10% formalin
for 24 hours. Then the gills were decalcified for 9 hours. The tissue samples were submitted to
the standard histological technique, when they were dehydrated in crescents series of alcohols,
cleared in xylene, impregnated and embedded in paraffin in then cross-sections of 5 micrometers
thick were stained with Hematoxylin and Eosin (HE) and slides were analyzed under a light
microscope. Biometric data of the fish in the study area were expressed as means and standard
deviations. To verify normality, the Shapiro-Wilk test}-was used and for homoscedasticity we
used the Levene test. Student's t test was used to verify possible differences between means.
Student's t test was used to compare the data of branchial and hepatic lesions found. The data
showed significant lesions in gill and liver in fish from the study area. The main injuries found
for the gills were fusion, hyperplasia, necrosis and lamellar disorganization, the statistical data
show that there are significant differences only for the lamellar disorganization injury. The most
observed liver lesions were fibrosis, necrosis and steatosis for sample collection 1, while for
sample collection 2 the most frequent lesions were necrosis, center melanomacrophages (MMCs)
and differentiating cells. The t-test showed that differences only for fibrosis and necrosis lesions
(p<0.05). For kidney tissue changes observed were spacing of the capillary endothelium,
increased lumen tubular lumen, Bowman's capsule enlargement, necrosis, CMMs, tubular lumen
occlusion, and blood vessel dilation. For the gonads, the changes observed were CMMs, necrosis
and atretic follicle. The biometrics indicated for the fish that there were no differences significant
between sexes (p>0.05). The study indicated that biological responses alterations (branchial,
hepatic, renal and gonodal alterations) prove the existence of that these animals are submitted to
levels of stress that are inhibiting the biological activities of the fish.

Keywords: Biomarkers; Histology, Fish, Coastal Region
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1 INTRODUCAO

O petréleo é uma fonte de energia essencial e ndo renovével, sendo a principal fonte de
energia primdria na atualidade (INTERNATIONAL ENERGY AGENCY, 2020). O trifego
maritimo contribuiu para o nimero de acidentes e derramamentos registrados com petroleiros na
costa brasileira nos tltimos 20 anos (MUSK, 2012), o Brasil € um dos paises mais vulnerdveis
aos impactos socioeconOmicos e ambientais da polui¢do por petréleo bruto em ambientes
costeiros (MAGRIS; GIARRIZZO, 2020).

Existem vdarios compostos impactantes que podem gerar danos aos organismos aquaticos
e esses compostos podem variar de acordo com sua origem, sendo que os de origem petrogénica,
por exemplo, podem ocorrer por derramamento, acidente e/ou vazamentos de petréleo e 6leo
bruto ou cru nos oceanos e plataformas continentais (MARTINS et al., 2020).

Em um ambiente degradado, particularmente onde poluentes ocorrem em concentracdes
cronicas e subletais, mudangas na estrutura e fung¢do de organismos aqudticos sdo mais frequentes
que mortalidade em massa. Nesse contexto, podemos destacar os peixes enquanto modelos para
biomonitoramento, visto que sdo animais extremamente sensiveis a poluentes aquiticos e que
por meio do processo de biomagnificagcdo, entram na alimentacdo humana (LUPI et al., 2007).
Outro fato é que o ambiente que estes organismos estdo inseridos sdo ecossistemas vulneraveis
as questdes ecoldgicas e impactos socioecondmicos da poluicdo por petréleo bruto em ambientes
marinhos (ESCOBAR, 2019).

Além disso, os peixes estdo sujeitos a duplo perigo de contaminacg@o por poluentes, pois
podem absorver os contaminantes através da absorcdo direta de substancias do meio, pelas
branquias, pele ou pelo alimento ingerido (ODUM, 1988). Outro fato é que devido aos fatores
bioldgicos e populacionais (maturidade sexual tardia, crescimento lento, alta longevidade e
fecundidade), os peixes apresentam uma alta vulnerabilidade a atividade humana (STEVENS et
al., 2000).

Em agosto de 2019 foi identificado no litoral Nordestino do Brasil o inicio de um
derramamento de 6leo que seria, posteriormente, considerado o maior desastre ambiental da
histéria do pais (ARAUJ O et al., 2020). Os estados de Pernambuco e da Paraiba receberam as
primeiras manchas de 6leo, as quais em novembro do mesmo ano afetaram 400 localidades e
posteriormente alcancou a regido sudeste do pais, atingindo estados como o Espirito Santo, Rio
de Janeiro e regidao Norte, atingindo a costa do Maranhdo, tornando-se, assim, um evento de
grande extensdo geografica e ocasionando enormes danos ambientais de curto, médio e longo
prazo (CARMO; TEIXEIRA, 2020).

Em situacdes de derramamento de petréleo, caracterizados como eventos agudos, é



importante entender os processos que ocorrem com 0s compostos para compreender a mecanica
de exposicdo cronica e processos de bioacumulacdo, para analisar a estrutura da populacdo
marinha e a possibilidade de transferéncia de contaminantes para os seres humanos (MEADOR
etal., 1995).

Esse tipo de contaminagdo, gera riscos de perda séria de biodiversidade e de servigos
ambientais, os quais aumentam progressivamente a medida que o 6leo liberado no mar chega a
costa e em ecossistemas costeiros levando em conta o consumo de pescado (MAGRIS;
GIARRIZZ0, 2020).

A Guaidba (Lutjanus chrysurus) € uma espécie que possui uma alta importincia
econdmica e como fonte geradora de renda, a fim de subsidiar programas de manejo e de
vigilancia sanitdria. Na literatura, ndo existem informacgdes aprofundadas e as poucas disponiveis
sdo incipientes sobre a qualidade do pescado capturado que chega ao consumidor, pois, as
pesquisas realisadas para o tipo de petroleo envolvido neste incidente, ainda sdo escassas, com
origem ainda desconhecida. Esse fato aponta para a necessidade de monitoramento ambiental
capaz de detectar os efeitos do 6leo e dos xenobiontes em peixes capturados nessa regido.

Nesse contexto, nos ambientes costeiros e em estuarios os efeitos dos contaminantes agem
de forma mais brusca por serem ambientes mais sensiveis e os peixes demersais estdo ali cada
vez mais expostos a poluentes quimicos (metais tracos, 6leo, hidrocarbonetos arométicos
policiclicos, compostos halogenados, etc.) por conta dos efeitos atropicos (CELANDER, 2011).

Segundo Gold-Bouchot (2017) a avaliacdo e o monitoramento de ambientes marinhos é
importante para a prote¢do ambiental e as abordagens para avaliar os efeitos ocasionados nas
espécies, estudadas como biomarcardores, permitem estabelecer interrelacdes entre os
contaminantes e o organismo. Para o autor o uso desse método fornece respostas biologicas mais
rapidas sobre as condi¢des que influenciam o ciclo normal do ecossistema.

No contexto atual da situag@o da costa brasileira, € importante avaliar os diferentes niveis
de impactos ocasionados pelo 6leo cri que chegou nos diferentes ambientes. O petréleo ¢ uma
mistura complexa de indmeros compostos organicos com grande predominancia de
hidrocarbonetos cuja composi¢do depende da sua origem (Patin, 1999). Nos casos de
hidrocarbonetos € importante avaliar diferentes regides e periodos do ano, devido ao seu
potencial cancerigeno e prejudicial para consumidores (GOLD-BOUCHOT et al., 2017). Com a
ocorréncia deste desastre ambiental tdo recente no pais, é possivel que se tenham aumentado a
exposicdo dos animais a esses compostos organicos oriundos do petréleo,podendo ocasionar
efeitos deletérios para diversas comunidades.

Atualmente poucos estudos retratam as consequéncias e os impactos desses compostos de



hidrocarbonetos nas respostas fisiologicas, genéticas e/ou comportamentais de peixes no Brasil.
Informacgdes desta natureza sdo importantes, uma vez que espécies comerciais ocupam areas
frequentemente contaminadas e com alta incidéncia de compostos quimicos, durante diferentes
fases da vida (GELSLEICHTER et al., 2008).

As consequéncias a curto e médio prazo dos 6leo cri que chegou nas praias brasileiras, e
sua composicdo e seu agente causador, sdo extremamente preocupantes, por serem de origem
desconhecida, e impactos como esse alteram caracteristicas essenciais dos ecossistemas, muitas
vezes irreversiveis (SOARES et al., 2020). Identificar as consequéncias e entender como o0s
organismos sdo afetados torna-se crucial para as populacgoes.

Nesse contexto, este trabalho visa contribuir com conhecimento cientifico relacionado
a validacdo de biomarcadores histologicos em Lutjanus chrysurus, destacando-se a seguinte
hipotese: os peixes da espécie L. chrysurus das regides costeiras em Itamaracd impactados pelo
derramamento de 6leo ocasionado em 2019, desenvolvem respostas biologicas em branquias,
figado, rim e gobnada que podem ser utilizadas como biomarcadores de contaminagdo aquética
na Ilha de Itamaraca (PE). Ao se testar essa hipétese, busca-se subsidiar politicas publicas que
visem o biomonitoramento da regido e a conservagdo da espécie. Portanto, analisar a resposta
dos biomarcadores histolégicos sobre a biologia da espécie L. chrysurus € de extrema
importancia para determinar possiveis efeitos negativos nas populacdes desses animais que
habitam ambientes afetados pelo derramamento de 6leo. Este estudo € particularmente importante

nas espécies do Nordeste onde ocorreu o derramamento de 6leo em 2019.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Analisar biomarcadores histolégicos em branquias, figado, rim e génada na espécie

Lutjanus chrysurus em um dos trechos mais afetados pelo derramamento de 6leo no estado de

Pernambuco.

2.2 Objetivos Especificos
v Detectar os efeitos da possivel contaminagdo por meio de anélises histolgicas no figado

da espécie L. chrysurus, capturada no estado de Pernambuco
v Quantificar altera¢des nas brinquias dos peixes analisados;
v Analisar alteracoes histolégicas nas gdonadas dos peixes;

v" Investigar modificagdes nos rins da espécie que sejam indicativas de contaminag@o;



v' Comparar as alteracdes histolégicas analisadas na espécie, indicando o érgdo mais

sensivel para deteccio de estresse causado por impactos antrépicos na area de estudo.

3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Monitoramento ambiental
O avancgo industrial e tecnoldgico das ultimas décadas, oriundo das atividades

antropogénicas, estd causando a lenta extin¢cdo da fauna, flora e microrganismos associados ao
ambiente natural através da emissido de contaminantes (AGORAMOORTHY et al., 2008).

A interferéncia e ac¢do antrépica nos ecossistemas aquéticos vem desencadeando uma
série de impactos diretos e indiretos nos ambientes, modificando o cenério natural, aumentando
de forma gradativa e fazendo com que as explora¢des ambientais aumentem desenfreadamente,
0 que resulta em mudangas muitas vezes irreversiveis, levando a processos de degradacdo do
meio (CARNEIRO, 2016).

Dessa forma, o biomonitoramento ou monitoramento ambiental, tem sido objeto de
interesse nos ultimos anos, devido a preocupacdo com os niveis elevados de xenobidticos que
podem ter efeitos prejudiciais sobre varios organismos aquaticos e também por serem utilizados
como alimento para os seres humanos (REPULA, 2012).

O monitoramento ambiental € uma importante ferramenta na administracio dos recursos
naturais, pois favorece o conhecimento e informacdes bdsicas na avaliacio da presenca de
contaminantes, € na compreensao o0s sistemas ambientais e assim dar suporte as politicas
ambientais (NEVES, 2006).

Observa-se a crescente necessidade de se avaliar e monitorar as alteracOes ambientais e
seus possiveis efeitos sobre os recursos hidricos, principalmente no que diz respeito ao
desenvolvimento de metodologias usadas como instrumentos que medem a sanidade de um
ecossistema aquéatico (TORRES, 2015).

O monitoramento ambiental envolve uma ampla gama de anélises que identificam os
impactos dos poluentes em diferentes niveis e compartimentos ambientais. Assim, o
biomonitoramento auxilia de forma mais rdpida nos diagndsticos de areas impactadas, e na
identificacdo de efeitos iniciais de contamina¢do sobre os organismos de determinada regido
(VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).

Para o Ministério do Meio Ambiente - MMA (2009) o monitoramento ambiental é o
conhecimento e acompanhamento sistematico da situa¢do dos recursos ambientais do meio fisico

e bidtico, visando a recupera¢do, melhoria ou manutencdo da qualidade ambiental. Essa por sua



vez, estd relacionada as varidveis ambientais, que se alteram, seja em funcao das acdes antropicas,
seja em funcao de transformacdes naturais.

Assim, o monitoramento como atividade preventiva, desenvolvida para evidenciar ou
medir um risco t€m fornecido subsidios para uma andlise mais detalhada sobre a situag@o desses
ambientes (RODRIGUES et al., 2008). O que tem se tornado uma importante ferramenta de
avaliacdo dos efeitos toxicos de substancias e poluentes em ecossistemas aqudticos, esses estudos
de monitoramento sdo extremamente importantes pois auxiliam para a elucidacdo da relagdo
causa-efeito na avaliacdo de risco a qualidade desses ambientes (JESUS et al., 2008). Assim,
percebe-se que o uso dessas técnicas de avaliagdo da saide ambiental, pode trazer resultados

satisfatorios no monitoramento dos ambientes.

3.2 Monitoramento ambiental em regioes costeiras
Os estudrios sdo ecossistemas de elevada importancia bioldgica e socioecondmica

(PEREIRA FILHO et al., 2003). Esses ecossistemas litordneos e costeiros sao habitats de uma
grande parte dos recursos bioldgicos marinhos, pois sdo dreas de criacdo, de refligio permanente
ou tempordrio de inimeras espécies de peixes, crusticeos e moluscos capturados pela pesca
industrial e artesanal (DIEGUES, 2001).

A regido costeira, espaco que abriga variados ecossistemas de grande riqueza ecoldgica
e relevancia ambiental, encontra-se numa fase de degradacdo e fragilidade definida por formas
de ocupagdo do solo e manifestagdo das mais diferentes atividades humanas (MELO; COSTA;
OLIVEIRA, 2008).

Ao constituir-se de ambientes de formacao geoldgica recente e de grande variabilidade
natural, a Zona Costeira apresenta ecossistemas em geral fisicamente inconsolidados e
ecologicamente imaturos e complexos. Essas circunstancias conferem caracteristicas de
vulnerabilidade e fragilidade que, aliadas a um consumo de recursos sempre crescente € aos
impactos previstos de mudancas climdticas e do aumento do nivel do mar, tendem a uma situagdo
de desequilibrio (CARVALHO, 1994).

A regido costeira comporta inimeros ambientes (baias, estudrios, praias, igarapés e
manguezais) que sdo diariamente impactados por diferentes contaminantes, oriundos de fontes
pontuais e difusas (atividades agricolas, domésticas, industriais e portudrias) lancados nos
diferentes compartimentos (CAPPARELLI, MCNAMARA; GROSELL, 2017;
RAGUNATHAN, 2017). Estudos realizados com biomarcadores para avaliacio de impactos
antrépicos sobre o ambiente e principalmente sobre a biota aquatica, t€m sido relatados com

frequéncia em estudos de monitoramento ambiental em regides costeiras do Brasil (CARVALHO



NETA et al., 2019; DA SILVA et al., 2018; DUARTE et al., 2016; DAVANSO et al., 2013;
SOUSA et al., 2013; CARVALHO-NETA et al., 2010).

Estas regides possuem uma elevada importancia ecoldgica e socioecondmica o que torna
esse ambiente um local onde os riscos de polui¢do sdo submetidos a um ritmo preocupante
decorrente da emissdo de vdrios estressores antropogénicos liberados por fontes industriais e
domésticas (STENTIFORD et al., 2003). Revelando para estas regides a necessidade de um
monitoramento continuo para avaliar a situacdo de contaminagdo nesses locais, em especial a
satide dos peixes que integram todo o histdrico de polui¢do do ambiente aquético (PINHEIRO-
SOUSA et al., 2019).

Nesse contexto, o biomonitoramento nessas regides torna-se um dos principais meios
para investigar os processos resultantes das interacdes entre as misturas de substancias toxicas e
a biota, que atuam sinergicamente € antagonicamente no compartimento hidrico
(PRABHAKARAN et al., 2017). Assim, nessa perspectiva, o monitoramento ambiental contribui
para o diagnéstico prévio da situacdo dos impactos antrépicos e/ou naturais no ambiente
(WANG; SINGHASEMANON; GOH, 2016).

Portanto, os estudos de biomonitoramento e a compreensdao das respostas do
ecossistema a diferentes perturbacdes € essencial para apropriar o sistema de manejo em regides
costeiras (LERCARI et al., 2002). Esse entendimento da dindmica funcional deste ecossistema
litoraneo podera servir de subsidio para a sua utilizacdo a favor do uso sustentdvel dos recursos
naturais (MEDEIROS, 2016).

Além disso, o uso de ferramentas bioldgicas, como os biomarcadores, pode auxiliar na
avaliacdo dos estressores e seus efeitos sobre os organismos presentes nesses locais
contaminados (TORRES, 2015). Segundo Valdez Domingos (2006), faz-se necessdrio uma
padronizacao nessas metodologias com biomarcadores que possam contribuir para a avaliagdo e
diagndsticos dos impactos a que estdo sujeitas estas regides especificas do Brasil, necessitando
de investiga¢gdes mais aprofundadas sobre os impactos que estdo interferindo na sanidade desses

organismos nessa regiao.

3.3 Monitoramento ambiental em regioes afetadas por contaminacao de petréleo
Na atualidade, o mundo estd cada vez mais dependente do petrdleo e de seus derivados

para a manutengdo da atividade industrial (ANDRADE et al., 2010). A mistura de
hidrocarbonetos em forma de 6leo constitui uma das principais fontes de energia para o mundo

das inddustrias, as atividades de transporte, exploragdes, armazenamento, podem ocasionar o



derramamento de 6leo acidental, contaminando assim os solos, rios e mares, (AISLABIE et al.,
2004; MARIN et al., 2006).

Dentre os variados tipos de poluentes, os derivados do petréleo sdo dos mais relevantes
para a ecotoxicologia aqudtica (PACHECO; SANTOS, 2001) pois, essas substancias tém
causado preocupacdo, tanto pela frequéncia dos eventos de contaminacdo como pelo elevado
potencial poluidor dos seus compostos (SIMONATO, 2006). A contamina¢do do ecossistema
aqudtico por essas substincias representa sérios riscos a sadde publica e ao ambiente
(TIBURTIUS et al., 2004).

Em regides continentais, que abrigam um dos ecossistemas mais complexos € com uma
alta sensibilidade a contaminantes, a inter-relagc@o de processos fisicos, quimicos e a variabilidade
de tempo dos fendmenos ocednicos, apresenta um grande desafio para o monitoramento
ambiental eficiente nessas regides (BENTZ et al., 2005).

A exposi¢ao ao petréleo bruto e/ ou cru pode desencadear uma variedade de sintomas
toxicos em animais expostos a esse contaminante (ACHUBA; OSAKWE, 2003). As solu¢des
fracionadas em dgua do petréleo, formam uma mistura téxica de hidrocarbonetos, que pode ser
encontrada em casos de derramamentos de 6leo. Os hidrocarbonetos exercem um papel
importante na toxicidade do petréleo bruto para os organismos aquaticos (LARI et al., 2016).

A contaminacdo excessiva dos ecossistemas aqudticos trouxe grandes preocupagdes
ambientais e para a saide mundial (MCNEIL; FREDBERG, 2011). A polui¢do ambiental,
especialmente a contaminacdo da dgua, é um grave problema que engloba todos os paises do
mundo. A poluicdo aquética ndo afeta apenas a sobrevivéncia, desenvolvimento e reproducdo de
espécies, mas também prejudica a saide humana através do processo de bioconcentracio
(DIGHIESH et al., 2019).

Portanto a contaminacdo dos corpos hidricos por petrdleo e seus derivados podem
promover sérios distirbios no ecossistema aquético uma vez que suas fracdes soluveis em dgua
(FSA) podem alcancar dguas naturais, tornando-se biologicamente disponiveis aos organismos
aquéticos (SIMONATO, 2006). Componentes presentes nas FSA do petréleo e seus derivados,
como os hidrocarbonetos arométicos monociclicos do grupo BTEX (benzeno, tolueno, etil
benzeno e xileno) e os hidrocarbonetos poliarométicos ou policiclicos (PAHs), sdo toxicos e
potencialmente mutagénicos e/ou carcinogénicos para as espécies (KHAN, 1998), demostrando
assim, a necessidade de estudos para a avaliacdo dos efeitos da polui¢do por esses compostos

(ZHANG et al., 2003).



3.4 Os peixes como bioindicador para monitoramento ambiental aquatico
O conceito de bioindicador é reconhecido como sendo de espécies que sdo utilizadas

como primeiros indicadores de efeito da contaminagdo de seu habitat, ou seja, espécies sentinelas
(ADAMS, 2015).

No ambiente aquético vérios sdo os organismos considerados bioindicadores como
plantas aquadticas, algas, crusticeos, moluscos, peixes, mamiferos, aves, entre outros (LINS et al.,
2010) e ao se escolher um bioindicador, devem ser observadas algumas caracteristicas
importantes, o ideal sdo espécies que sobrevivem em ambientes sauddveis, apresentam
resisténcia relativa a contaminantes que estd sendo exposto, devem ser espécies abundantes no
ambiente e possuir a facilidade em adaptar-se aos ensaios laboratoriais (AKAISHI et al., 2005).

Os peixes na literatura vém sendo descritos como excelentes organismos sentinelas no
biomonitoramento de ecossistemas aquaticos, pois estdo diretamente expostos a contaminantes e
estressores ambiental, reagindo sensivelmente a quaisquer alteragdes no meio (LEMOS et al.,
2007).

Nestes individuos os efeitos dos contaminantes podem se manifestar em vérios niveis
de organizacgdo bioldgica, incluindo disfuncdes fisioldgicas, alteracdes estruturais em Orgaos e
tecidos e modificagdes comportamentais que levam ao prejuizo do crescimento e da reprodugdo
(ADAMS, 1990).

Dessa forma, a utilizacdo de peixes como bioindicadores de contaminagdo se dar pelo
fato de que estes organismos sdo capazes de trazer respostas semelhantes aos grandes vertebrados
(SCALON et al., 2010). Além disso, bioacumulam substancias téxicas, assim como mamiferos
respondendo a agentes mutagénicos mesmo em baixas concentracdes (SASAKI et al., 1997)

Essas alteracdes, provocadas pela acdo de poluentes, podem ser utilizadas para
identificar sinais iniciais de danos aos peixes e podem ser denominadas biomarcadores. Estes
biomarcadores sdo importantes ferramentas que auxiliam para monitoramento da saide do
ecossistema aqudtico e tém sido incluidos em varios programas modernos de monitoramento
ambiental de paises desenvolvidos (ABDALLA 2015; WINKALER et al., 2001; WALKER et
al., 1996).

E muito comum vertebrados serem utilizados como objeto de estudo em trabalhos com
biomonitoramento, sendo assim, os peixes tém sido crescentemente inseridos nesses estudos de
qualidade dos ecossistemas aqudticos, por serem de grande importincia comercial e
apresentarem uma alta abundincia populacional (SANCHEZ-GALAN et al., 1998). Sendo
assim, a espécie Lutjanus chrysurus (Guaiuba) € um organismo que pode ser muito bem utilizado

nos estudos de genotoxicidade, pois é uma espécie com ampla drea de ocorréncia, de médio porte,
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€ carnivora, de grande importancia econdmica em toda sua drea de ocorréncia e tem demostrado

na presente pesquisa ser sensivel a poluentes.

3.4.1 Biomarcadores histologicos em branquias
Os biomarcadores t€ém sido utilizados como metodologias eficientes, uma vez que

auxiliam na avaliacdo de possiveis consequéncias causadas pelos contaminantes aos peixes,
sendo definidos como respostas bioldgicas ocasionadas por poluentes presentes no ambiente
aquatico (MARTINEZ et al., 2004).

As alteragdes histoldgicas, nos tecidos dos peixes sdo consideradas como Biomarcadores
de efeito a exposicdo de estressores do meio ambiente, e tem sido reconhecida como uma
ferramenta valiosa na avaliacdo de poluentes ambientais (TEH; ADAMS; HINTON, 1997). As
lesdes branquiais em peixes t€m sido frequentemente estudadas em ambientes naturais poluidos
com o intuito de avaliar a degradacdo e o estado de poluicio do ambiente aquético
(CANTANHEDE et al., 2014).

Dessa forma, as branquias dos peixes t€m demostrado ser um 6timo biomarcador eficiente
e seguro para constatar ambientes impactados devido as atividades antrépicas (TORRES, 2015).
Sendo responsdveis por vdrias fungdes, como trocas gasosas, osmorregulacdo, excre¢do de
produtos nitrogenados e balango dcido-base. Portanto, se este érgido for comprometido, a saide
do organismo estard em risco (CENGIZ; UNLU, 2005).

Nesse contexto essas estruturas por estarem em contato direto com a dgua, tornam-se um
importante bioindicador histolégico pois possuem a capacidade de acumular muitos compostos
toxicos (GARMENDIA et al., 2010; ILENA et al., 2012; GOMES et al., 2012; AYADI et al.,
2015), que s@o nocivos e desencadeiam processos degenerativos de suas células (VASANTHI et
al., 2014; AMEUR, 2015; MAHARAIJAN et al., 2015;).

Além disso, muitos estressores podem afetar diretamente e indiretamente a estrutura
branquial afetando processos importantes e essenciais como as trocas gasosas e o balanco hidrico.
As alteracdes branquiais também podem ser indicativos da qualidade do ambiente em que os
peixes residem (TORRES, 2015). Essas alteracoes das branquias segundo Laurent; Perry, (1991),
podem representar estratégias adaptativas para a conservagao de fungdes fisioldgicas importantes
e podem indicar que os peixes estdo respondendo aos poluentes presentes no ambiente aquatico.

A branquia é um 6rgdo chave para a deteccdo de poluentes existentes no meio aquético e
nesse sentido, as alteracdes histoldgicas nesse tecido s@o reconhecidas como um método rapido
e valido para determinar os danos causados pela exposi¢do a diferentes poluentes nos peixes

(ARELLANO et al., 1999).



Os efeitos dos poluentes sobre a estrutura branquial t€m sido muito estudados em peixes
expostos a ambientes naturais poluidos, no estado do Maranhdo vdrios estudos validaram e
descrevem as alteracdes branquiais em peixes como excelentes biomarcadores de contaminac¢io
aqudtica (CARVALHO-NETA et al., 2012; PINHEIRO-SOUSA et al., 2013; SOUSA et al.,
2013; CANTANHEDE et al., 2014; PEREIRA et al., 2014; SANTOS et al., 2014; TORRES,
2015; OLIVEIRA et al., 2016; CASTRO et al., 2018).

Portanto, as mudancas estruturais e morfoldgicas ocasionadas por xenobidticos nas
branquias tem se mostrado como biomarcadores sensiveis ao estresse ambiental em populacdes
de peixes naturais, € o exame histopatoldgico tem sido reconhecido por vérios investigadores
como uma valiosa ferramenta para avaliacdo de impactos ambientais em populacdes de peixes

(TEH; ADAMS; HINTON, 1997).

3.4.2 Biomarcadores histologicos em Figado
O figado € considerado o maior 6rgdo interno e a maior glandula dos vertebrados, é um

componente ativo do sistema digestivo, atuando em processos de armazenagem de nutrientes,
sintese e secrecao de proteinas e bile, além de ser o 6rgao responsdvel pela metabolizacdo tanto
de substancias enddgenas quanto exdgenas (BRUSLE; ANADON, 1996; SEGNER, 1998;
MATOS et al., 2007; NETO et al., 2007).

E considerado um 6rgdo chave quando se relaciona com a agdo dos poluentes quimicos
sobre 0s peixes, pois esse O0rgao atua na biotransformagdo dos xenobidticos € na excrecao de
metais (HEATH, 1987). O tecido hepatico é responsdvel por vérias fungdes, além da secrecio da
bile e metabolizacdo dos xenobidticos, devido sua alta capacidade de absorver poluentes do
ambiente e apresentar modificagdes morfoldgicas devido a presenca de agentes toxicos na dgua
(BRAUNBECK, 1990).

Além disso, o figado € o 6rgdo responsdvel pela desintoxicacdo dos organismos a
produtos endégenos e exdgenos (ZELIKOFF, 1998; ROBERTS, 2001). Dessa forma, funciona
como sitio de armazenamento, biotransformacdo e excrecao de agentes quimicos (CENGIZ;
UNLU, 2006; CUNA et al., 2011; AGAMY, 2012). Em peixes teledsteos existem estudos que
descrevem alteracdes morfolégicas no processo histopatolégicos no figado em relagdo a
exposicdo de agentes agressores em ensaios experimentais (RABITTO et al., 2005;
FISHELSON, 2006; VANDYK et al., 2006; MELA et al., 2007).

Os efeitos hepatotoxicos dos diversos agentes quimicos podem ser utilizados como
biomarcadores de contaminagdo aquatica (HINTON et al., 1992; GUNDERSEN et al., 2000).
Contudo, a avaliacao histopatoldgica do figado possibilita uma visdo geral do animal, auxiliando
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na avaliacao das condi¢des ambientais (RIBEIRO, 2011). Nesse sentido, estudos sdo analisados
em nivel celular, tecidual e em 6rgdos-alvos causados pela exposicdo dos peixes a poluentes
(ALBINATI et al., 2009; PAL et al., 2011; AGAMY, 2012), o figado € caracterizado como um
importante 6rgdo alvo em testes de toxicidade, devido a sua funcdo no metabolismo de
xenobidticos e sua sensibilidade a poluentes do ambiente, o figado funciona como um 6timo
orgdo para estudos toxicoldgicos relacionados a contaminacdo de diferentes espécies de peixes
por agentes quimicos organicos e inorganicos (HINTON et al., 1992).

Portanto, para avaliar a sadde destes peixes, a Histopatologia do figado pode ser um
biomarcador eficiente, pois € uma abordagem capaz de demonstrar diferentes patdgenos que
potencialmente estdo relacionadas aos contaminantes presentes no ambiente aqudtico

(TRIEBSKORN, 2008; VAN DYK 2007).

3.4.3 Biomarcadores histologicos em rim
O rim de peixes teledsteos € divido em duas porcdes (anterior e posterior). A por¢cao

anterior € integrada ao sistema enddcrino, sendo importante na resposta ao estresse
(WENDELAAR BONGA 1997). A posterior, assim como o intestino e as branquias, &
responsavel pela excrecdo e pela homeostase dos fluidos corporais (EVANS 1993).

A estrutura morfoldgica do rim dos peixes teledsteos € em geral, caracterizada por
apresentar néfrons com corpusculo renal (glomérulo e cdpsula de Bowman) e tubulos renais
(SILVA 2004). Cada estrutura do rim dos teledsteos realiza uma fungdo especifica na produgao
de urina, regulacdo osmoética e hormonal no animal (SANTOS 2005).

Os rins constituem a principal rota de excrecdo para os metabodlitos de varios xenobidticos
aos quais o peixe tenha sido eventualmente exposto (HINTON et al., 1992). O rim elimina
produtos quimicos durante o processo de formagdo da urina, alguns através da filtragdo
glomerular, outros por reabsorcdo ou ainda pelos processos de secrecdo tubular (JOBLING,
1995; EVANS, 1993).

A funcdo dos rins nos peixes 6sseos na osmoregulacdo, sintese de cortisol e eliminacao
de residuos pode ser afetada por danos celulares induzidos através de xenobidticos, uma
diminui¢do na eficiéncia de qualquer um desses processos renais pode sucessivamente, ter um
significante efeito nos processos de crescimento, reprodugdo e sobrevivéncia dos organismos
expostos (CASTRO et al., 2016).

Portanto, o rim de peixes pode ser um importante 6érgao-alvo de acdo téxica para alguns
xenobidticos (LARSEN; PERKINS Jr., 2001). Segundo Veiga et al. (2002) alteracdes

morfoldgicas renais podem induzir mudancgas no sistema de defesa, prejudicando a homeostase



e saide do animal. Este 6rgdo, assim como o figado, tende a acumular substincias téxicas em
concentracdes superiores aos da corrente sanguinea, em funcao do alto grau de vascularizacio e

importancia fisioldgica e toxicocinética (PEDROZO et al., 2002).

3.4.4 Biomarcadores histologicos em gonadas
Como todos os outros vertebrados, os peixes possuem reproducdo sexuada e na maioria

dos casos, a fertilizacdo € externa ocorrendo no meio aquético, a reproducdo nos peixes 6sseos €
complexa, o que se reflete na grande variedade de estruturas constituintes da gonada
(TRAMUIJAS, 2005).

No entanto, a morfologia das células germinativas e os elementos sométicos constituintes
do tecido da gonada sdo semelhantes nas varias espécies, todas essas estruturas desenvolvem-se
no sentido de produzir gametas férteis (ovocitos e esperma) necessdrios para a reproducao
(HOAR et al., 1983).

Os testiculos de peixes sdo 6rgdos pares localizados na cavidade celdmica e sustentados
dorsalmente pelo mesdrquio. Apresentam uma porc¢ao central e continua que se comunica com o
ducto espermatico, o qual se abre no exterior através da papila urogenital. A forma, o volume, a
coloracdo e a irrigacdo sanguinea também variam nos diferentes estddios do ciclo reprodutivo.
Durante a espermatogénese, as células germinais primordiais (espermatogonias) sofrem mitoses,
originando os espermatdcitos, os quais se dividem meioticamente, originando as espermatides
que, ao sofrerem espermiogénese, dardo origem as células reprodutoras masculinas os
espermatozdides (COSTA, 2004). O testiculo € revestido externamente por uma fina cdpsula
fibrosa de tecido conjuntivo que se estende para o interior, delimitando os tibulos seminiferos
(RIBEIRO, 2005).

Nas fémeas os ovdrios, quanto a sua morfologia, sdo Orgdos pares, saciformes e
sustentados dorsalmente na cavidade celdmica pelo mesovério. Os ovdrios direito e esquerdo
unem-se na extremidade caudal para formar o ducto ovariano, que se comunica com a papila
urogenital. A forma, o volume, a coloracdo e a irrigacdo sanguinea dos ovdrios variam, nos
diferentes estadios do ciclo reprodutivo (COSTA, 2004).

O desenvolvimento das células germinativas femininas e masculinas denomina-se
gametogénese e decorre de processos meidticos, que se designam, por ovogénese e
espermatogénese (COSTA, 2004).

Cada espécie apresenta, dentro do periodo reprodutivo, exigéncias particulares

relacionadas as condi¢des do ambiente, relativas a qualidade de dgua, a disponibilidade de



alimento adequado e aos refigios, que garantem o crescimento e sobrevivéncia dos individuos
nas fases iniciais do desenvolvimento (VAZZOLER, 1996).

As espécies ictiicas mostra uma periodicidade em seu processo reprodutivo, no momento
em que as condicdes ambientais sdo adequadas a fecundacdo e desenvolvimento de sua prole
(VAZZOLER, 1996).

Portanto as andlises histopatolégicas em gonadas sdo ferramentas uteis no estudo de
efeitos agudos e cronicos de poluentes em peixes, uma vez que as caracteristicas histoldgicas de
desse Orgdo-alvo pode expressar diversas alteracdes decorrentes de condigdes ambientais
adversas e periodos de exposic¢ao prolongados, revelando assim 6rgaos mais afetados e diferencas
de sensibilidade dos organismos em rela¢do aos niveis toxicos de contaminantes (AKAISHI et
al., 2004; OLIVEIRA-RIBEIRO et al., 2005).

As gobnadas assim como as branquias e o figado sdo capazes de absorver poluentes
organicos, em sua maioria de origem antropogénica, que atuam como desreguladores enddcrinos
e sdo capazes de inibir ou mimetizar a fun¢do de um hormonio natural nos seres vivos, alterando

as funcdes e morfologia desses 6rgaos (JOHNSON et al., 1993).

3.5 Biomarcadores para monitoramento ambiental
O crescimento populacional nas ultimas décadas, unido ao aumento do avango

tecnoldgico e ao aumento na geracdo de produtos industriais, tem levado a economia global a
uma expansdo do nivel de compostos xenobidticos no ecossistema aquatico (JESUS;
CARVALHO 2008). O que vem contribuindo para uma reducdo da qualidade dos diversos
compartimentos ambientais (dgua, sedimento, ar e solo), bem como para o comprometimento da
saude dos seres vivos que habitam esses ecossistemas (CAJARAVILLE et al.,2000).

A biota aqudtica estd em constante exposi¢do a contaminantes que sdo lancados no
ambiente de fontes diversas como lixos toxicos provenientes de efluentes industriais, drenagem
agricola, derrames acidentais de lixos quimicos e dos esgotos domésticos lancados em rios e
mares o que contribuem para a contaminagao dos ecossistemas aquaticos (ARIAS 2007). Assim,
a exposicao constante da biota aqudtica a substancias toxicas lancadas no ambiente, é capaz de
interagir com o organismo vivo causando inimeras alteracdes e que como consequéncias geram
graves problemas em populacdes, comunidades ou ecossistemas, dependendo do grau de
contaminagdo e do tempo de exposicdo (JESUS; CARVALHO 2008).

Dessa forma, destacamos os biomarcadores que sdo respostas biologicas adaptativas a
estressores, evidenciadas como alteracdes bioquimicas, celulares, histoldgicas, fisioldgicas ou

comportamentais (DEPLEDGE, 1994). Huggett et al. (1992) destaca que os biomarcadores siao



comumente usados como indicadores bioquimicos, fisioldgicos, e histoldgicos de exposicdo a
xenobidticos ou de efeitos de contaminantes quimicos.

Assim, os biomarcadores sdo considerados “sinais de alerta” devido a resposta rdpidas
e vilidas dadas sobre os efeitos bioldgicos nos organismos aquéticos (MARIGOMEZ et al.,
2006). E Considerando uma defini¢do mais ampla, os biomarcadores ou marcadores biol6gicos
sdo definidos como mudancas celulares, bioquimicas, moleculares ou fisioldgicas, que sdo
medidas em células, fluidos corporais, tecidos ou 6rgdos dentro de um organismo e que sdo
indicativos da exposi¢do e/ou doses de substincias xenobidticas que levam a efeitos bioldgicos
(HULKA et al., 1990; LAN; GRAY 2001). Para Jesus; Carvalho, (2008) os biomarcadores
podem ser classificados em trés tipos: de exposi¢ado, efeito ou suscetibilidade.

Os biomarcadores de exposi¢do sdo alteragdes bioldgicas mensurdveis que evidenciam
a exposicao dos organismos a um poluente (JESUS; CARVALHO, 2008). Podem ser usados para
confirmar e avaliar a exposi¢do individual ou de um grupo, para uma substancia em particular,
estabelecendo uma ligacdo entre a exposi¢do externa e a quantificacdo da exposicdao interna
(AMORIM, 2003).

Os biomarcadores de efeitos, ndo sdo especificos e ndo fornecem informacdes sobre a
sua natureza, mas sio caracteristicos da ocorréncia de um estresse que poderd ser reversivel
(JESUS; CARVALHO, 2008). Sao caracterizados pela indu¢do de mecanismo de defesa celular,
que se iniciam sempre como uma resposta adaptativa em nivel molecular/ bioquimico. Mas, no
entanto, se este mecanismo falhar ou se sua capacidade de resposta € ultrapassada, poderdo ser
desencadeadas alteracdes fisioldgicas ou histolégicas, podendo ser irreversiveis, dependendo da
capacidade do sistema ou 6rgao em responder ao estressor (WINZER et al., 2001).

Os biomarcadores de suscetibilidade podem ser definidos como indicadores de
processos que causam variacoes de repostas ao longo do tempo e entre exposi¢do e efeito
(BARRETT et al., 1997). Permitem elucidar o grau de resposta da exposi¢ao provocada nos
individuos (AMORIM, 2003).

Portanto, de acordo com o grau e o histérico de contaminacio, existem vdarios tipos de
biomarcadores que podem ser utilizados para monitorar os ambientes aquaticos (TORRES,
2015). Assim, esses biomarcadores em areas de risco podem indicar o efeito dos poluentes a
partir de um determinado nivel de exposi¢do e possibilitar a realizacao de um biomonitoramento
envolvendo a determinacdo e a predicdo dos niveis de contaminantes nos corpos aquaticos
(AZEVEDO; CHASIN, 2003). E dessa forma auxiliar em programas de monitoramento
ambiental pelos gestores locais, j4 que metodologias baseadas em parametros bioldgicos

apresentam muitas vantagens, tais como alta sensibilidade e rapidez (CANTANHEDE, 2016).
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3.6 Lutjanus chrysurus como bioindicador para avaliacao de impactos na Ilha de
Itamaraca, Pernambuco

Os lutjanideos constituem um importante recurso pesqueiro em aguas tropicais e
subtropicais; seus individuos sdo capturados pela pesca comercial, artesanal e recreativa por meio
de espinhéis, redes de emalhe de fundo, anz6is com linha de méo, armadilhas, pesca submarina
e, ocasionalmente, por redes de arrasto (REZENDE et al., 2003). Por sua vez, a familia
Lutjanidae é composta por cerca de 125 espécies, sendo tipicamente tropical, com a distribui¢ao
de seus representantes ocorrendo principalmente em formagdes recifais (MACHADO, 2003). E
uma espécie pioneira nos estudos de biomarcadores histoldgicos. O L. chrysurus é uma espécie,
possui um elevado valor nutricional, e bastante apreciado do ponto de vista comercial

(CARRILO, 1988).

A gaiauba (Figura 2), Lutjanus chrysurus, (BLOCH, 1791) é um peixe teledsteo, da familia
Lutjanidae, bem distribuida na Costa Ocidental do Oceano Atlantico, desde a Carolina do Norte
nos EUA até a regido Sudeste do Brasil; € tipica de ambiente de dguas costeiras dos oceanos
tropicais e subtropicais, costuma formar cardumes ao redor de recifes de corais, podendo viver
de 17 a 18 anos e atingir cerca de70 cm de comprimento maximo (ALLEN 1985; MANOOCH;
DRENNON, 1987; DIEDHIOU, 2000).

Estudos apontam que seu comprimento varia de acordo com a profundidade de captura
sendo menores em dguas mais rasas € maiores em aguas mais profundas (LESSA et al., 2009).
Lutjanus chrysurus alimenta-se, preferencialmente, de peixes, crusticeos, poliquetas e moluscos
(gastrépodes e cefaldpodes), no Nordeste do Brasil os registros para a espécie apontam a partir
do final da década de 1970, entretanto nos estados da Bahia, Ceard, Rio Grande do Norte e
Pernambuco, o registro data a partir de 1986 sendo um dos recursos pesqueiros de maior producao
no estado do Rio Grande do Norte (LESSA et al., 2009).

A Classificagao taxonomica de Lutjanus chrysurus (Figura 1), de acordo com FISHBASE
(2016) € a seguinte:

Reino Animalia

Filo Chordata
Subfilo Vertebrata

Classe Actinopterygii

Ordem Perciformes


https://www.bing.com/ck/a?!&&p=2607f892824b320dJmltdHM9MTY2OTkzOTIwMCZpZ3VpZD0yZmQ2NjI2ZS1mYzM3LTYzY2ItMjZkOS03MjQ0ZmQ2MDYyMmEmaW5zaWQ9NTU5Nw&ptn=3&hsh=3&fclid=2fd6626e-fc37-63cb-26d9-7244fd60622a&u=a1L3NlYXJjaD9GT1JNPVNOQVBTVCZxPUFjdGlub3B0ZXJ5Z2lpJmZpbHRlcnM9c2lkOiIxNTM1MDJjZi02OGY5LTUyMzUtZGY0Ny0zNmI2NjlmMDNjMDUi&ntb=1
https://www.bing.com/ck/a?!&&p=d5ff63117fc29411JmltdHM9MTY2OTkzOTIwMCZpZ3VpZD0yZmQ2NjI2ZS1mYzM3LTYzY2ItMjZkOS03MjQ0ZmQ2MDYyMmEmaW5zaWQ9NTU5OQ&ptn=3&hsh=3&fclid=2fd6626e-fc37-63cb-26d9-7244fd60622a&u=a1L3NlYXJjaD9GT1JNPVNOQVBTVCZxPVBlcmNpZm9ybWVzJmZpbHRlcnM9c2lkOiIyNmNhN2RiMy00YTZjLWIzNWYtMTU1NC1iYWEyNjAwMGI5MjUi&ntb=1

Familia Lutjanidae
Género Lutjanus

Espécie Lutjanus chrysurus Bloch, 1971

Figura 1. Exemplar de Lutjanus chrysurus capturado em Pernambuco, PE

Fonte: Lutjanus chrysurus — Discover Fishes (ufl.edu). Imagem (John Soward).

A espécie Lutjanus chrysurus para regido de Itamaracd ainda ndo havia sido utilizada, nos
estudos monitoramento de impactos ambientais, no presente trabalho o tdxon foi proposto como

biomonitor, especialmente pela importancia econdmica e relagdo com consumo humano.

4 METODOLOGIA

4.1 Area de estudo
O estado de Pernambuco (Figura 2) estd localizado na regido Nordeste do Brasil, € uma

regido caracterizada pelas temperaturas elevadas, predominado o litoral com tipo climatico
tropical dmido e quente (IBGE, 2019), é dividido em trés grandes regides conhecidas como
Zona da Mata, Agreste e Sertdo, com uma geografia marcada pela diferenca entre o litoral, com
vegetacdo tropical e clima timido, e o interior, com vegetacdo xerdfila e clima seco ( IBGE,
2019).

A ilha de itamaracé (Figura 2), € um municipio que se estende por 66,7 km? e possui cerca
de 26 258 habitantes, situado a 19 metros de altitude, tem as coordenadas geograficas: Latitude:
7°45' 0" Sul, Longitude: 34° 51' 0" Oeste (CIDADEBRASIL,2021). Se localiza no litoral norte
do estado de Pernambuco, a uma distancia de 50 km da capital Recife (SANTANA;SEVERI,
2009 (7°44'48.97"S ; 34°4924.76"0O).

O complexo estuarino de Itamaracd apresenta ilhas, reentrancias, baias e manguezais. Esta


https://www.floridamuseum.ufl.edu/discover-fish/species-profiles/lutjanus-chrysurus/

regido pode ser considerada uma das areas estuarinas mais ricas do pais em recursos naturais €
beleza paisagistica, o que a torna muito apropriada i pesca e ao turismo (LEITAO et al., 2007).
A zona costeira de Itamaracd € delimitada por uma linha recifal composta, paralela e
continua a costa, caracteristica de formagdes coralineas mortas ou pouco ativas e algas calcérias
incrustantes, apoiadas sob um embasamento arenitico, conhecido localmente como “mar de
dentro” (MEDEIROS; KJERFVE, 1993). Os fundos constam essencialmente de recifes,
fragmentos de algas calcdrias, especialmente do género Halimeda, e areias, ocasionalmente
colonizados por manchas de faner6gamas marinhas (KEMPF, 1969; LIRA, 1975).

A ictiofauna € composta por uma ampla gama de espécies de peixes, principalmente no
estdgio juvenil, o que indica a importancia deste local como um bercario (ROBERTSON;
LENANTON, 1984; GODEFROID et al., 2001), 4rea de alimentagdo e prote¢do contra
predadores (BLABER; BLABER, 1980; LASIAK 1984)

Figura 2. Area de captura da espécie L. chrysurus, Pernambuco, mapa da Ilha de Itamaracé, Pernambuco,
Brasil uma das dreas mais afetada pelo derramento de dleo em 2019.
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4.2 Obtencao das amostras
Os exemplares de L. chrysurus, foram adquiridos de pescadores em maio e setembro de

2021. Nas coletas foram adquiridos 35 individuos adultos machos e fémeas. Os animais

coletados no local de amostragem foram acondicionados em sacos plésticos devidamente



etiquetados, identificados e lacrados, colocados em caixas de isopor contendo gelo e
transportados ao Laboratério de Dinamica de Populacdes Marinhas da Universidade Federal
Rural de Pernambuco, para a identificagdo a partir do método taxondmico de Gomes et al.

(2020) e para a afericdo dos dados biométricos.

4.3 Procedimento Laboratorial

4.3.1 Dados Biométricos
Em laboratério os espécimes de L. chrysurus, foram imediatamente processados para a

afericdo dos dados biométricos (Figura 3) com auxilio de uma régua, foram registrados o
comprimento total (CT) e comprimento furcal (CF) em centimetros. O peso total (PT) de cada
individuo foi registrado com auxilio de uma balanca digital de precisdo em gramas, além disso,
foram retirados também o peso das gonadas (PG) e peso do figado em gramas. Depois de pesados
e medidos, os exemplares foram abertos para observacdo e classificagdo macroscopica das
gbnadas quanto ao sexo (machos e fémeas). Toda essa etapa foi realizada no Laboratério de
Dinamica de Popula¢des Marinhas em Pernambuco.

Figura 3. Esquema das medidas CT, CF dos espécimes de L. chrysurus capturados na Ilha de

Itamaraca

» Comprimento TOTAL<

» Comprimento FURCAL®¢———

Legenda: Comprimento total (CT), Comprimento furcal (CF)
FONTE: Lutjanus chrysurus — Discover Fishes (ufl.edu). Imagem (John Soward).



4.3.2 Retirada dos tecidos e fixacdo
Logo ap0ds a retirada dos dados biométricos, as amostras foram dissecadas com auxilio

de tesoura esterilizada e pincas para a remocdo dos tecidos do figado e da brinquia de cada
exemplar, que foram fixados em formal 10% durante 24 h e acondicionadas em potes totalmente
identificados e lacrados. Apds as 24 h os tecidos foram lavados e mantidos em dlcool 70% até o

processamento histoldgico usual.

4.3.3 Andlise histologica
Para a andlise dos tecidos, as amostras de branquias foram primeiramente

descalcificadas por nove horas. Tecidos de branquia, figado, rim e gonadas foram desidratados
em série crescente de dlcoois, diafanizadas em xilol, impregnadas e incluidas em parafina. Logo
em seguida cortes transversais, de aproximadamente Sum de espessura, foram corados com

Hematoxilina e Eosina (HE).

Em microscopia de luz, foram analisados dois cortes para cada 6rgdo. As alteragdes
observadas foram identificadas de acordo com a literatura (HINTON; LAUREN, 1990, BERNET
et al., 1999, THOPHON, 2003; OJHA, 1999) e foram fotomicrografadas com auxilio de
microscopio AXIOSKOP — ZEIS, com objetiva de 40x.

As lesdes branquiais foram contabilizadas através da contagem do nimero de lamelas
afetadas por cada patologia, e a contagem dos hepatdcitos identificando o nimero total de
hepatdcitos afetados por cada patologia. Para os rins e gonadas foi realizado uma contagem do
numero total de patologias observadas nos tecidos.

Todo esse procedimento foi realizado nos Laboratérios de Biomarcadores de
Organismos Aqudticos e no Laboratério de Biologia e Ambiente Aquatico da Universidade

Estadual do Maranh3o.

4.4 Indice de pontuacio de érgao das branquias, figado e rim de L. chrysurus
As alteracdes histolégicas observadas nas branquias, figado e rim foram ordenadas em

trés padroes de reacdes e segundo o fator de importancia (w): 1 patologia minima; 2 patologia
moderada; 3 patologia acentuada, adaptada a partir de Bernet et al. (1999). Os valores de
pontuacdo, avaliaram a extensao da lesdo de cada 6rgao. Foram gerados indices para cada padrao
de reacdo de um 6rgdo os quais forneceram um indice geral do 6rgdo (lorg para branquias, figado

e rim).



4.6 Tratamento estatistico dos dados
Para os dados biométricos, foi utilizado o programa Statistica 7.0 e para avaliar se as

diferengas entre os sexos foram significativas em relacdo ao comprimento e peso foi utilizado o
test t de Student com os pressupostos de normalidade (Teste Shapiro-Wilks) e homocedasticidade

(Teste de Levene) com um nivel de significancia de p<0,05 (ZAR, 1999).

Os dados histolégicos foram submetidos a andlise multivariada de Bray-Curtis para
verificacdo de dissimilaridade entre as lesdes branquiais e hepéticas encontradas na area. Para a
comparacdo dos valores médios das lesdes entre as coletas, foi aplicado o teste t de Student

utilizando-se o programa estatistico PAST 4.03.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Dados biométricos de Lutjanus chrysurus
Os resultados da anélise biométrica de L. chrysurus capturados em Itamaracd, em relacao

ao peso e comprimento de machos e fémeas podem ser observados na tabela 1. Foram analisados
35 exemplares de L. chrysurus onde obteve-se 21 fémeas e 14 machos. O comprimento total teve
minima e mdxima de 25-34,10 cm para os machos enquanto as fémeas apresentaram minima de
25,00 cm e maxima de 33,50 cm. Para o peso total os machos apresentaram minima de 150g e

maxima de 430g, j4 as fémeas tiveram minima de 175g e maxima de 400g.

Diante dos resultados obtidos observa-se que os machos foram maiores e mais pesados
se comparados as fémeas. O teste estatistico demonstrou que nao houve diferenca estatistica para
o comprimento total (t-value= 0,23, df=33, p=0,80) e peso total (t-value= 0.23, df= 33, p=0,81),

sendo ambos os dados normais e homocedastico.



Tabela 1. Pardmetros da relacio peso-comprimento para machos e fémeas de L. chrysurus, no periodo de
maio/2021 e setembro/2021, capturados na Ilha de Itamaracd, Pernambuco, Brasil.

Medidas Machos Fémeas
biométricas

N Min Mix Média+SD N  Min Miax  Média + SD

CT (cm) 14 25,00 34,10 28,86+2,74 21 25,00 33,50 28,67+2,07

CF (cm) 14 21,10 29,70 24,46+223 21 20,00 29,30 24,10£1,95

PT (g) 14 150 430  244,64+69,88 21 175,00 400,00 239+57,87

PTG (g) 14 2,86 9,92 6,36£2,33 21 1,17 6,95 4,18+1,52

Legenda (N=nimero de individuos, Min= minimo, Mdx=maximo, SD=desvio padrdo, CT= comprimento total, CF=
comprimento furcal, PT= Peso total). PTG = Peso total das gbnadas

Os parametros da relagdo entre peso e comprimento de peixes podem ser afetada por
diversos fatores como condi¢cdes ambientais, maturidade gonadal, sexo, condi¢do de saudde,
estacdo o ano, e as proprias diferencas dentro das espécies (FROESE, 2006).

Diferentemente dos resultados obtidos nesta pesquisa, entre os teledsteos é natural as
fémeas serem maiores que os machos, isso ocorre porque a fertilidade das fémeas aumenta com
o tamanho do corpo (CLUTTON-BROCK et al., 1985; PARKER 1992; BIAZZA; PILASTRO
1997; LIMA, 2018; SOUSA et al., 2021). Outra causa para essa divergéncia no comprimento de
ambos os sexos pode estar relacionada a selecao dos espécimes na captura e pela quantidade do
nimero amostral de machos e fémeas (PIXER; PETRERE JR, 2007).

Outro fato relacionado ao comprimento dos peixes, € que peixes recifais apresentam
distribuicao ontogénica por profundidade (HILBORN; WALTERS, 1992). O que implica dizer
que individuos dessas espécies migram para regides mais profundas e distante a medida que
ficam maiores (DIEDHIOU, 2004). Portanto a comparacdo em termos de tamanho estd
diretamente relacionada a profundidade e local da pesca (FERREIRA; REZENDE, 1999).

Essa variacdo de medidas pode estar relacionada ao periodo de desova dos peixes

(PETRY, 2005). Experimentos realizados com morfometria em outras espécies apontam para o



maior desenvolvimento dos espécimes machos, podendo atingir medidas que podem dobrar em
relacdo a medida das fémeas, considerando a mesma idade (RUTTEN, KOMEN; BOVENHUIS,
2005, OLIVEIRA et al., 2016)

Resultados semelhantes foram descritos por Grimes; Humtsman, (1980); Freitas et al.
(2011), estudando uma espécie de lutjanideos, Rhomboplites aurorubens, e que descrevem
também nao ter encontrado diferencas significativas para o total de machos e fémeas, para estes
autores a desigualdade da proporcao sexual pode estar relacionada a mortalidade e a longevidade
das espécies.

Em relacdo ao peso das gonadas na Tabela 1 para os peixes coletados na regido de
Itamaracd os dados apontaram maiores médias para os machos. Os resultados da andlise para o
peso das gdnadas em relacdo aos machos de L. chrysurus foram mais significativos do que para

o peso total das gonadas das fémeas.

5.2 Estrutura e Histopatologia nas branquias de L. chrysurus
A histologia da estrutura branquial da presente pesquisa em L. chrysurus apresentou um

padrao semelhante ao j4 exposto na literatura para peixes teledsteos (MALLATT, 1985;
SANTOS et al., 2007) (Figura 4).

As branquias sdo compostas por arcos branquiais em cada lado da cavidade bucal e cada
arco é formado por muitos filamentos branquiais. As lamelas secunddrias sdo sobrepostas as
lamelas primdrias, com intervalos regulares, e sdo constituidas por células pavimentosas apoiadas

na membrana basal que revestem as células pilares (TAKASHIMA; HIBIYA, 1995).

Figura 4. Esquema e fotomicrografias do arco branquial de L. chrysurus. A) Esquema do filamento
branquial e suas estruturas; B) Lamelas secundarias normais (circulo).




As branquias atuam como 6rgdo-alvo dos peixes para os poluentes, por estarem em
contato permanente e serem a principal superficie de contato com o ambiente aqudtico e ainda
apresentarem uma 4rea superficial muito grande, representada pelas lamelas (POLEKSIC;
MITROVIC-TUTUNDZIC, 1994). Elas atuam e exercem fungdes vitais nos teledsteos, tais como
respiracdo, osmorregulacdo e excre¢do e ainda constituem o sitio de tomada e depuracdo de
contaminantes e o local onde a detoxificagdo e o metabolismo destes agentes toxicos podem
ocorrer (SILVA, 2004).

Nesse contexto, dada a fung@o e importancia deste 6rgao as brinquias sofrem alteracdes
morfoldgicas que podem ocorrer em razdo da introducdo de poluentes na dgua e, portanto, estas
alteracdes podem ser utilizadas como pardmetros para o monitoramento ambiental
(SCHWAIGER, 2001; PACHECO; SANTOS, 2002; VEIGA et al., 2002; MELETTT et al.,
2003).

As lesdes encontradas em L. chrysurus na regido de Itamaracd- PE, estdo expressas na
Tabela 2. Foram encontrados alguns tipos de lesdes que se mostraram mais frequentes como
fusdo, hiperplasia, necrose e desorganizacao lamelar, para as quais foi possivel estimar diferenca

significativa apenas para a lesdo desorganizacdo lamelar (P<0,05).

Tabela 2. Média, desvio-padrio e teste T de student das alteragcdes branquiais de peixes (L. chrysurus)

coletados em Itamaraca, Pernambuco.

LESOES BRANQUIAIS COLETAI COLETAII Teste t de student

) significancia de P<0,05
FUSAO 48,2 + 18,8 552+19,7 0,38
HIPERPLASIA 40,8 £32,9 32,5+ 15,1 0,43
NECROSE 31,8 £9,92 36,2 £10,8 0,31
HEMORRAGIA 11,4 +£4,31 12,8 + 8,28 0,61
CONGESTAO 9,38 £5,86 11,0 £9,91 0,63
DESL. DO EPITELIO 14,33 £12,6 8,23 £ 6,59 0,15
DESORG. LAMELAR 355+114 49,0 £ 15,7 0,02
ANEURISMA 0,0£0,0 0,08 +£0,27 0,33

Legenda: DESL. EPITELIO (deslocamento do epitélio), DESORG. LAMELAR (desorganizacio lamelar).

Essas alteragdes também foram descritas no trabalho de Domingos (2006), estudando as

espécies Lutjanus synagres e Cathorops spixiii em tr€s regides do Brasil (Itamaraca PE, Baia de



Paranagud PR e Piraqué ES). Para esse autor a presenca dessas lesdes como deslocamento do
epitélio e fusdo das lamelas, causam o aumento da distancia entre as células epiteliais e 0s
capilares sanguineos causando distiirbios na osmorregulacdo, nas trocas gasosas que sio
mecanismos essenciais para a sobrevivéncia dos peixes.

Pesquisas com peixes dsseos vém demostrando que essas lesdes sdo os principais efeitos
observados nesses organismos, que estdo expostos a contaminantes por efluentes industriais,
ocupagdo urbana e por atividade portudria conforme resultados apresentados por Domingos
(2006); Sousa et al. (2013); Castro et al. (2018); Viana et al. (2021). Lesdes histopatoldgicas tem
sido descritas frequentemente e esses resultados tém auxiliado nos estudos de biomonitoramento
devido a facilidade de compreensdo e leitura tanto em situagdes de exposi¢do cronica quanto
aguda (GUL et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2005). Essas alteracdes morfoldgicas das branquias
podem ocorrer durante mudancas ambientais e surgem como tentativas adaptativas de conservar
funcoes fisioldgicas (LAURENT; PERRY, 1991).

As alteragdes do tipo fusdo (Figura 5 A), hiperplasia (Figura 5 B) desorganizacdo lamelar
(Figura 5 D) s@o consideradas lesdes leves, pois, permitem a recuperagdo da estrutura e da funcao
dos tecidos branquiais em caso de melhoria das condi¢cdes ambientais (BERNET et al., 1999).
Entretanto tais alteracdes podem progredir para o segundo estidgio sob condi¢des ambientais
inalteradas e exposi¢do dos peixes em longo prazo a poluentes e contaminantes (POLEKSIC;
MITROVIC — TUTUNDZIC, 1994). Ja necrose (Figura 5 E) é uma alteracdo considerada
irreversivel, onde o estado morfolégico da célula tem a perda total da sua funcdo, sendo uma
lesdo considerada severa afetando de forma mais evidenciada a sanidade dos individuos
(BERNET et al., 1999).

O autor Simonato (2006), trabalhando com a espécie Prochilodus lineatus expostos a
fracdes soluveis do diesel (FSD) também encontrou diferentes tipos de lesdes branquias nos
peixes expostos a estes contaminantes. A lesdes branquiais mais relevantes descritas por este
mesmo autor foram: descolamento epitelial, hiperplasia com descolamento epitelial e aneurisma,
alteracdes também observadas na presente pesquisa.

Segundo Khan (1998), contaminagdo por derivados do petréleo podem comprometer
véarias fungdes e assim causar disturbios funcionais nos peixes. Para Simonato (2006) a
ocorréncia de alteracdes histolégicas pode ser considerada adaptativa, pois protegem o
organismo da entrada dos xenobidticos, como € o caso do descolamento epitelial. J4 o aneurisma
representa uma lesdo que pode resultar do rompimento das células pilares e, portanto,
corresponde a um efeito deletério do xenobidtico sobre o tecido branquial (MARTINEZ et al.,

2004).



Dessa forma, derivados do petréleo provocam danos estruturais nas lamelas respiratorias
das branquias (DIMICHELE; TAYLOR, 1978; ENGELHARDT et al., 1981; CORREA;
GARCIA, 1990; PRASAD, 1991, NERO et al., 2006), comprometendo as trocas gasosas do
organismo com o meio e levando a hipéxia, sendo estd a principal causa de morte em massa de

peixes (DOMINGOS, 2006).



Figura 5. Imagem das lesdes branquiais observadas em L. chrysurus na Ilha de Itamaracé (4rea impactada
com derramamento de 6leo). Visualizada em microscopia dptica na objetiva 40x.

Legenda: (A) Fusio (seta), (B) Hiperplasia (setas) (C) Necrose (setas), (D) Desorganizagdo Lamelar (circulo).

Dentre as lesdes em peixes encontradas neste estudo, foi possivel observar que houve
prevaléncia de quatro tipos de lesdes branquiais segundo grafico de frequéncia (Figura 6), tanto
para o periodo chuvoso quanto para o de estiagem, as quais foram consideradas mais frequentes.
Estas foram fusdo (25,2%) no chuvoso e (26,9%) na estiagem, hiperplasia que apareceu com
frequéncia de (21,3%) no chuvoso e (15,8%) para a estiagem, necrose que obteve frequéncia de
(16,6%) para o chuvoso, e (17,6%) para a estiagem e desorganizacdo lamelar com (18,5%) para
o chuvoso e (23,9%) na estiagem Além dessas lesdes, foram encontradas lesdes que se

expressaram em menores propor¢des nas estruturas respiratérias de L. chrysurus sendo



hemorragia, congestdo, deslocamento do epitélio e aneurisma que juntas obtiveram uma

frequéncia de 18,3% para o chuvoso e 15,6% para a estiagem.

Figura 6. Percentuais de lesdes branquiais dos peixes (L. chrysurus) capturados na regido de
Itamaraca, Pernambuco.
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As lesdes mais frequentes neste estudo também foram descritas nos trabalhos de
(SANTOS et al., 2012; CARVALHO-NETA, et al., 2012; LUPI et al., 2007, NOGUEIRA, 2008;
PEREIRA et al., 2014). Essas alteragdes morfoldgicas sdo resposta a mudangas ambientais e
podem representar estratégias adaptativas para conservacdo de algumas funcgdes fisioldgicas,
dessa forma, os tipos de lesdes histopatoldgicas observadas neste estudo indicam que os peixes
estdo respondendo aos efeitos de agentes toxicos presentes na dgua e sedimento (WINKALER
et al.,, 2001; LAURENT; PERRY, 1991).

A lesdo do tipo fusdo é causada pela proliferacdo celular encontrada nos peixes, esse
tipo de lesdo pode ser um mecanismo de defesa que € utilizado pelo organismo para diminuir a
passagem de poluentes as branquias (PEREIRA et al., 2014). Pesquisas mostram que a
proliferacdo e a presenca desses edemas podem reduzir e at€ mesmo impedir a passagem da dgua
entre as lamelas secundarias (LUPI et al., 2007), dificultando o acesso do poluente ao sangue,
entretanto prejudicando, contudo, a realizacao das trocas gasosas (SANTOS, 2007).

Desorganizacdo lamelar foi descrita na pesquisa de (AKAISHI, 2003; OLIVEIRA-
RIBEIRO, 2005; NERO et al., 2006; KODO-FILHO, 2006) sendo caracterizada pela perda e



desprendimento do epitélio de revestimento nas lamelas secundérias, e actimulo dos restos
celulares desprendidos nos espacos interlamelares (MARCELINO, 2021).

Estudos recentes como de Cantanhéde et al. (2016); Castro et al. (2018) em regides
distintas do Nordeste destacam também a presenca da lesdo hiperplasia em suas pesquisas, assim
como no presente estudo. Esse tipo de lesdo se caracteriza pelo aumento na proliferacdo das
células, podendo levar a fusdo das lamelas e, mais raramente, dos filamentos (HEATH, 1987;
HINTON et al., 1992). A hiperplasia é considerada uma alteracdo inespecifica que pode ser
causada por uma variedade de estressores, tais como metais, amonia, fendis, infeccdes por
microrganismos, entre outros (HINTON; LAUREN, 1990; HINTON et al., 1992).

Lesoes como necrose refletem o efeito direto dos poluentes (TEMMINK et al., 1983) e
ocorrem em condi¢gdes de maior toxicidade (ABEL et al., 1976). Essa patologia é causada por
contato direto e constante com contaminantes que causam a morte celular na estrutura branquial
do peixe (ZAKERI; LOCKSHIN, 2002). Esse tipo de lesdao causa comprometimento acentuado
das estruturas branquiais de forma irreversivel (POLEKSIC; MITROVIC — TUTUNDZIC, 1994)
levando a danos irrepardveis na morfologia e funcdo da branquia comprometendo processos
vitais como respiratdrios, na manuten¢do da homeostase e na excre¢ao de compostos (PAULINO
et al., 2012).

As lesdes como hemorragia, aneurisma, congestdo e deslocamento do epitélio
observadas nesta pesquisa foram as menos frequentes como nas pesquisas de (WINKALER et
al., 2001; SANTOS et al., 2007; PEREIRA, 2014; MARCELINO, 2021).

O aneurisma por exemplo, se caracteriza pelo extravasamento de sangue no interior da
lamela, causando rompimento das células pilares e consequentemente dilatacio dos canais
sanguineos (WINKALER et al., 2001). Assim, um aumento do fluxo sanguineo para o interior
da lamela ou mesmo a acdo direta dos contaminantes pode desestruturar as células pilares ou até
mesmo rompé-las (HEATH, 1987).

Deslocamento do epitélio funciona como um mecanismo de defesa diminuindo a drea
de superficie aumentando a barreira de difus@o ao poluente (ERKMEN; KOLANKAYA, 2000),
diminuindo a vulnerabilidade da drea superficial das branquias. Entretanto, pode prejudicar a
eficiéncia das trocas gasosas e transporte i0nico (WINKALER et al., 2001). A congestdo € uma
lesdo que leva danos na fun¢do respiratdria, sendo considerada reversivel em caso de controle do
ambiente aquético (POLEKSIC; MITROVIC-TUDUNDZIA, 1994).

Resultados similares foram observados por Dighiesh et al. (2019), ao estudar a toxidade
de fracOes soluveis em dgua do petrdleo cru e os efeitos histopatolégicos em tildpias vermelha

(Oreochromis mossambicusx Oreochromis). Os autores verificaram que as espécies expostas a
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contaminacdo a fragcdes soliveis em dgua do 6leo cru, apresentaram lesdes significativas como
vasos sanguineos severamente congestionados, hiperplasia e adesdo de lamelas branquiais
secunddrias.

Os peixes da espécie Tilapia zillii e Mugil cephalus expostos a contaminac¢do
hidrossoldvel de 6leo de motor queimado, apresentaram leve congestio nas lamelas branquiais e
leve atrofia e encurtamento no revestimento epitelial das lamelas secundérias (DESSOUKI et al.,
2013). A exposi¢do ao petrdleo bruto e seus derivados pode desencadear uma variedade de sinais
téxicos, portanto, a utilizacdo de biomarcadores histopatoldgicos mostraram ser um indicador
eficiente de toxicidade nos 6rgaos de peixes (SCHWAIGER et al., 1996, TEH et al., 1997).

Como as branquias desempenham papel fundamental para as trocas gasosas e regulacao
osmoidnica, estas alteragdes histopatoldgicas ocasionadas por diferentes tipos de poluentes,
podem afetar diretamente os mecanismos de respiracdo e osmorregulacio (MEYERS;
HENDRICKS, 1985).

Portanto, as branquias, num contexto geral, ttm um papel importante para a respiracao
e atuam como interface entre o animal e seu ambiente e constituem o sitio de tomada e depuracao
de contaminantes e local onde a detoxificacdo e metabolismo destes agentes toxicos podem
ocorrer (STAGG et al., 1992) e frequentemente sdo os primeiros 6rgdos a serem afetados por
poluentes (HEATH, 1987) assim, quando estas precisam desempenhar uma atividade maior do
que aquelas que ja foram realizadas, como por exemplo, a desintoxicacao, elas acabam sofrendo
dano em sua funcionalidade (KASPER et al., 2019) e prejuizo no seu funcionamento o que pode

levar o peixe a morte (THOPHON et al., 2003).

5.3.1 Dendograma e similaridade entre as lesoes branquiais de L. chrysurus na drea estudada

Para o indice de Bray-Curtis, as alteracOes branquiais de L. chrysurus na area estudada
estdo representadas na Figura 7, a similaridade entre as lesdes encontradas mostra um
comportamento semelhante entre a frequéncia das lesdes no histograma, que sdao reunidos em

trés grupos principais.



Figura 7. Dendograma da similaridade, indice de Bray-Curtis das lesdes branquiais em L. chrysurus
capturados em Itamaracd, Pernambuco, Brasil.
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O indice indicou trés agrupamentos com 100% de similaridade, o primeiro reunindo as
alteracoes hemorragia, congestdo e deslocamento do epitélio, em seguida nesse mesmo cluster
com 100% de similaridade as lesdes necrose e hiperplasia e o terceiro agrupando as lesdes fusdo
e desorganizacao lamelar, todas essas alteracdes se distanciam de aneurisma.

Essas lesoes branquiais ja foram descritas em outras trabalhos, para distintas regides, do
Brasil com diferentes espécies de peixes, onde os autores verificaram nas branquias esse mesmo
padrdo de variacdo entre dreas impactadas (SANTOS, 2005; CARVALHO NETA et al., 2012;
CASTRO et al., 2018; CARDOSO et al., 2018; PEREIRA, 2019; CARVALHO et al., 2020;
PEREIRA et al.,, 2021). Assim, a ocorréncia dessas lesdes no tecido desses organismos
compromete as fungdes desempenhadas pelo 6rgdo e o equilibrio i10nico nos parametros
sanguineos e glébulos vermelhos dos peixes, levam também a insuficiéncia respiratdria, hipoxia
e desequilibrios i0nicos, dcido-base (HAWKINS et al., 1984; ALAZEMI et al., 1996; YASSER;
NASER, 2011). Além disso, os organismos tornam-se mais suscetiveis a infec¢des secundarias
e morte (CORREIRA et al., 2019).

Estudos realizados com juvenis de tainha, da espécie Mugil platanus, no Rio Grande do
Sul, revelaram diferentes tipos de anomalias nas branquias causadas pela exposi¢do a fracdo
solivel do petréleo em dgua (FSA), este 6rgdo apresentou uma série de histopatoldgicas

associadas aos hidrocarbonetos constituintes do petréleo (MOREIRA, 2010).



Essas alteracdes branquiais também foram descritas em juvenis de O. gorbuscha
(BRAND et al., 2001) expostos ao petréleo bruto e para juvenis de Prochilodus Lineatus
expostos a FSA do diesel (SIMONATO et al., 2008). De acordo com Mazon et al. (2002), tais
alteracdes podem causar mudangas na regulagdo osmética alterando o transporte ativo idnico.
Para Sidermann (1979), essas mudancas nas lamelas afetam as trocas gasosas, osmorregulacdo,
bem como alteraram a suscetibilidade a uma variedade de organismos patogénicos causadores
de doencas.

Portanto, verificou-se no presente trabalho através dos dados que L. chrysurus estd
exposto a contaminantes tendo em vista que os resultados corroboram e evidenciam alteragdes
registradas na andlise branquial desses organismos, reafirmado pelo agrupamento dessas

alteracoes registradas na presente pesquisa.

5.4 Lesoes hepaticas observadas em L. chrysurus
As alteracOes hepéticas observadas em L.chrysurus estdo apresentadas na Tabela 3. A

avaliacdo dos dados demonstrou que para as lesdes no figado as maiores médias na coleta 1 foram
para as patologias como fibrose, necrose e esteatose ji para a coleta 2 as lesdes mais
representativas foram necrose, centro melanomacrofago e diferenciacdo dos tecidos, a andlise
estatistica demonstrou haver diferencgas significativas (p<0,05) nas duas coletas apenas para as

lesOes fibrose e necrose.



Tabela 3. Médias das lesdes histopatoldgicas observadas nos cortes figado dos peixes da regido

de Itamaraca, Pernambuco, Brasil

LESOES HEPATICAS COLETA 1 COLETA 2 Teste t de student
significancia de
P<0,05
FIBROSE 522 +51,2 11,9 £3.38 0,02
NECROSE 62,9 + 50,1 248 +£7.16 0,02
HEMORRAGIA 223+21.8 10,2 + 3,56 0,08
ESTEATOSE 33,6 52,7 8+174 0,14
INFILTRA(;AO LEUCOCITARIA 17 £ 13,1 11,8+7 0,25
DIFERENCIAC,AO DOS TECIDOS 20,8 + 14,9 145+53 0,2
CENTRO MELANOMACROFAGO 16,3 +122 13,8 £ 19,1 0,7
DEGENERA(;AO TECIDUAL 11,9 +3.,97 10,5 £2,75 0,3

As alteracdes hepdticas observadas nesta pesquisa coincidem com os estudos realizados
por Oliveira (2016); Dighiesh et al. (2019); Silva et al. (2009); Pinheiro-Sousa (2021), com
peixes Osseos em regides distintas do Brasil. O tecido hepético desempenha diversas funcdes
vitais como ja mencionado na literatura, tais como: metabolismo de carboidratos, armazenamento
de lipidios, tendo um papel crucial na sintese e oxidacdo de 4cidos graxos (HINTON; LAUREN,
1990; STEVENS; LOWE, 1995).

Além disso, fora a sua fungdo digestiva e armazenamento de glicogénio as células
hepaticas possuem a capacidade de sintetizar proteinas plasméticas (HEATH, 1987) e também
constituem o principal centro de detoxificacdo do organismo (HEATH, 1987; HINTON et al.,
1992; LANDIS; YU, 1995; TAKASHIMA; HIBIYA, 1995). Portanto as lesdes ocasionadas por
xenobiodticos a este 6rgdo podem acarretar complicagdes severas para o metabolismo dos peixes
(SILVA, 2004).

Lesdes como a necrose, causa prejuizos funcionais e estruturais no figado dos peixes
(STENTIFORD et al., 2003), diminui a funcionalidade deste 6érgdo, podendo levar a faléncia e
consequentemente afetar maiores niveis de organizacao bioldgica (RABITTO et al., 2005). Essa
lesdo € causada pela inibi¢do e danos a integridade da membrana celular além de distirbios na

sintese do metabolismo de proteinas e carboidratos (PINHEIRO-SOUSA, 2021).



A lesdo hepatica como fibrose considerada frequente neste estudo é condizente com os
dados observados nas pesquisas de Rautenberg et al. (2015), trabalhando com Ganbusia affinis
em um rio na Argentina, Soares et al. (2020), e Viana et al. (2021) estudando Sciades herzbergii
na baia de sdo Marcos. Esses autores descrevem em menores propor¢des das observadas na
presente pesquisa a presenca da lesdo fibrose. Esses tipos de lesdes encontradas no tecido
hepdtico de peixes normalmente sio em decorréncia da poluicdo da 4gua por compostos
organicos e representam contaminacio cronica (SANTOS et al., 2012). Essa lesdo segundo
Figueiredo (2013), evidencia um quadro de hepatite cronica alteragdo histopatolégica severa que
pode levar os peixes a morte.

A incidéncia de centros melanomacrofdgos ja é bastante descrita na literatura e foram
evidenciados nas pesquisas de Oliveira et al. (2016), trabalhando com a espécie Oreochromis
niloticus, Pinheiro-Sousa et al. (2021) com a espécie Sciades herzbergii, Novaes (2019), com
Danio rerio. A presenca e aumento da quantidade dos centros de melanomacréfagos no
organismo indica a presenga de contaminantes no ambiente aqudtico, sendo assim essas
alteracdes podem ser consideradas como biomarcadores (QUATALHO et al.,2018).

Os Centros de Melanomacrofagos (CMMs) sdo defesas naturais dos peixes e acumulam
pigmentos no interior de suas células, tal como a hemossiderina (BOMBONATO et al., 2007), e
estd relacionada a um aumento na atividade fagocitica como resposta imune a lesdes em
individuos expostos a contaminantes (COUILLARD et al, 1999; MONDON et al., 2001;
OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2005; RABITTO et al., 2005). A baixa incidéncia CMMs em
figados especialmente nos alterados sugere um dano agudo que compromete o mecanismo de
defesa, levando o organismo a morte (PINHEIRO et al.,2017).

A esteatose € uma lesdo bastante observada nesta pesquisa sendo caracterizada pela
presenca de vacuolos citoplasméticos redondos e claros, com hepatécitos de volume aumentado
(VIDEIRA et al., 2014), pode ser consequéncia de distirbios metabdlicos decorrentes da acdo de
produtos toxicos e de varios processos que antecedem a necrose (ROBBINS; COTRAN, 2005).
A esteatose € um distirbio na disposi¢do do metabolismo lipidico, e pode auxiliar no aumento
da biossintese de lipidios que induz a uma degeneracdo gordurosa dos hepatdcitos (WOLF;
WOLEFE, 2005).

As alteracdes histopatoldgicas hepaticas observadas nessa pesquisa, como hemorragia e
necrose, ja foram citadas nos experimentos laboratoriais realizadas com tildpias-vermelhas,
expostas a fragdes soluveis de 6leo de motor queimado (DESSOUKI et al., 2013). Assim como
nos estudos de Brand et al. (2001) com a espécie Oncorhynchus gorbuscha e khan (2003)

trabalhando com as espécies Hippoglossoides platesoides, Limanda ferruginea, Glyptocephalus



cynoglossus e Pleuronectes americanos, avaliando peixes expostos a contaminagao por 6leo, no
qual encontrou alteracdes consideradas graves nos tecidos dos peixes. Essas alteragcdes morfo-
funcionais ja vém sendo bastante citada na literatura e tem sido bastante utilizada como
biomarcadores, com o intuito de indicar tanto exposi¢do quanto os efeitos de poluentes
ambientais (MARTINEZ; SOUZA, 2002; ALMEIDA et al., 2005).

Portanto, o figado nos peixes desempenha inimeras fun¢des associadas ao metabolismo
de xenobidticos (JIMENEZ; STEGEGEMAN, 1990). Sendo considerado 6rgdo alvo e de grande
importancia para os peixes, pois participa de processo vitais como biotransformacao e eliminagdo
de poluentes e por isso é um 6rgdo importante nos estudos de monitoramento devido sua alta
sensibilidade a esses compostos (THOPHON et al., 2003). Sendo assim, a presenca das alteragcdes
descritas nos figados de L. chrysusrus sdo indicativos de que os peixes da regido de Itamaracd
estdo sob influéncia de contaminantes que contribuem para o aparecimento dessas patologias
observadas na espécie deste estudo.

A Figura 8 apresenta a frequéncia das lesdes hepaticas de L. crhysurus coletados na regiao
de Itamaracd em Pernambuco. Os dados demostram que para o periodo chuvoso as lesdes de
maiores porcentagens foram fibrose com 22,1%, necrose com frequéncia de 26,5% e esteatose
com 14,1%. Para o periodo de estiagem as lesdes de maiores prevaléncias foram necrose com
26,6%, células em diferenciacdo 13,7% e centro melanomacrofigos com 13%. Entretanto
também foi possivel observar lesdes como menores frequéncias em ambos os periodos como

hemorragia, degeneracgdo tecidual e infiltracdo leucocitéria.



Figura 8. Frequéncia das lesdes hepaticas dos peixes (L. chrysurus) capturados Itamaracd, Pernambuco,
Brasil.
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Através do gréfico de ocorréncia verificou-se que a espécie L. chrysurus proveniente de
Itamaracd apresentaram lesdes hepadticas significativas, todas essas lesdes sdo respostas
importantes devido a exposi¢do a contaminantes. A incidéncia de alteragdes histolégicas e
fisiolégicas sdo indicativos de comprometimento da sadde dos peixes e da mé4 qualidade da 4gua,
provavelmente em func¢do de uma maior concentracdao de agentes toxicos (WINKALER et al.,
2001).

Portanto pesquisas com figado de peixes, vem demonstrando que as alteracdes em
nimero, tamanho e forma dos hepatdcitos pode ser devido a contaminantes (FIGUEIREDO-
FERNANDES et al., 2007). Portanto alteragdes histologicas em tecidos de peixes sao
ferramentas sensiveis para detectar os efeitos toxicos de compostos quimicos em 6rgdos-alvo e,
portanto, sdo indicadores potentes da exposicdo destes organismos a estressores ambientais
(HINTON et al., 1992; SCHWAIGER et al., 1997).

As lesdes hepaticas encontradas na regido da Ilha de Itamaracd podem ser observadas nas
imagens, (Figura 9 A necrose — seta vermelha), (Figura 9 B diferenciagado dos tecidos — seta azul)
(Figura 9 C esteatose — circulos azuis escuro) (Figura 9 D necrose — quadrado azul; fibrose — seta
azul) (Figura 9 E hemorragia — circulo azul) além das células de defesa (Figura 9 F centro
melanomacrofago — seta vermelha).

Todas essas patologias constituem uma resposta comum de peixes em ambientes

aqudticos degradados (HINTON; LAUREN, 1990; HINTON et al., 1992; TAKASHIMA;



HIBIYA, 1995; SCHWAIGER et al., 1997; BROWN et al., 1998; LEADLEY et al., 1998;
JOHNSEN et al., 1998; CHANG et al., 1998; GUNDERSEN et al., 2000; SCHWAIGER, 2001;
PACHECO; SANTOS, 2002; THOPHON et al., 2003; FANTA et al., 2003).

Uma das mais importantes func¢des do figado € limpar o sangue que vem do intestino, de
diferentes substancias estranha ou poluente (SALEH, 1982). A descoberta das lesdes neste 6rgao
entre populagdes de teledsteos marinhos demonstra a necessidade da utilizagdo destes peixes

como modelos para o desenvolvimento de estudos toxicolgicos (KRANZ; PETERS, 1985),



Figura 9. Fotomicrografias das lesdes hepdticas observadas em L. chrysurus na regido de Ilha de
Itamaracd, Pernambuco, Brasil, visualizada em microscopia dptica na objetiva 40x.

Legenda: necrose — seta vermelha, B) diferenciacio dos tecidos — seta azul, C) esteatose — circulos azuis escuro, D)

necrose — quadrado azul; fibrose — seta azul, E) hemorragia — circulo azul, F) centro melanomacrofago — seta

vermelha.




5.4.1 Dendograma e similaridade entre as lesoes hepdticas de L. chrysurus na drea de
Itamaracd

A Figura 10 apresenta a similaridade das varidveis das lesdes hepdticas de . chrysurus
coletados na drea de Itamaracd. Os dados do “cluster” para a regido mostram trés agrupamentos,
com 100% de similaridade, o primeiro formado pelas lesdes fibrose e necrose, distanciando-se
de esteatose o segundo agrupando as lesdes infiltracdo leucocitdria, centros melanomacrofagos,
degeneracao e o terceiro reunindo hemorragia e células em diferenciacdo. As lesdes hepaticas
encontradas para L. chrysurus capturados na Ilha de Itamaracd, também foram encontradas por
outros autores para peixes de ambientes contaminados (ALBINATI er al., 2009; PEIXOTO,
2020; NASCIMENTO, 2021).

Figura 10. Dendograma da similaridade do indice de Bray-Curtis das lesdes hepdaticas em L. chrysurus
capturados em Itamaracd, Pernambuco, Brasil.
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Portanto, a andlise multivariada da relacdo entre os biomarcadores no presente estudo,
confirmou a importancia dessas lesdes, sendo uma ferramenta importante e util para identificar
padrdes de respostas multiplas em peixes de ambientes contaminados e sendo um recurso
importante para os estudos de biomonitoramento (PINHEIRO-SOUSA et al., 2021). A exposi¢do

dos organismos aquaticos aos contaminantes pode levar a reducdo ou a perda de vérios sistemas



bioldgicos, sejam bioquimico, fisiolégico ou comportamental, além de demandar energia
necessdria para processos de detoxificacao (LAM, 2009).

Dessa forma, as informagdes aqui discutidas confirmam que os achados histopatolégicos
sdo bons biomarcadores para avaliacdo, em particular de dreas que estdo naturalmente sujeitas a
uma multiplicidade de variacdes ambientais. Assim, € importante ressaltar que a histopatologia
€ capaz de avaliar os efeitos precoces e as respostas a exposi¢do aguda a estressores ambientais.

(CAMARGO; MARTINEZ, 2007).

5.5 Histologia das lesdes observadas nos rins dos peixes da espécie L. chrysurus
As alteragdes dos rins observadas em L. chrysurus estdo apresentadas na tabela 5. A

avaliacdo dos dados demonstrou que para as lesdes no rim as maiores médias para as patologias
estdo representadas pelas alteracdes como espacamento do endotélio capilar, aumento do limen
tubular, necrose, oclus@o da luz tubular; centro melanomacrofdgo, aumento do espago da capsula
de Bowman, somente a alteracdo do tipo dilatacio do vaso sanguineo apresentou menores

médias. Todas as outras alteragdes demostram ser bem representativas no 6rgao.

Tabela 4. Média e desvio-padrao das alteracdes observadas nos rins dos peixes (L. chrysurus) coletados
em Itamaracd, Pernambuco.

LESOES nos RINS VERAO INVERNO

EEC 244 £123 ;
ALT 22,9+9,0 -
ACB 15,1 £8,0 -

NE 20,6 +7.6 -
CMM 16,5+ 9,4 -
OLT 21,5 +10,3 -
DVS 48+25 ;

Legenda: EEC (Espacamento do endotélio capilar); ALT (Aumento do limen tubular); ACB (Aumento do espaco
da capsula de Bowman); NE (Necrose); CMM (Centro melanomacrofdgo); OLT (Oclusao da luz tubular); DVS
(Dilatagdo do vaso sanguineo)

As alteracdes histopatoldgicas observadas neste estudo para os rins indicam que os peixes
estdo respondendo morfologicamente a agentes toxicolégicos presentes na dgua, estando assim
de acordo com a literatura (MARTINEZ, 2007; ALBINATI, 2009; SANTOS, 2010;
CAMARGO; AREOSE, 2013; ALMEIDA et al., 2018).



O rim dos teledsteos € um dos primeiros 6rgaos a ser afetado por contaminantes da dgua
(THOPHON et al., 2003). As lesdes renais podem ser indicativos de toxinas podendo ser
utilizados como indicadores para o monitoramento de efeitos de contaminantes (HINTON;
LAUREN, 1990).

Silva (2004), estudando a espécie Astyanax scabripinnis em Ribeirdo Cambé — Cidade de
Londrina buscando avaliar os efeitos da exposi¢ao cronica aos poluentes encontrou resultados
semelhantes ao da presente pesquisa alteracdes como necrose, oclusido da luz tubular, redugdo do
espaco de Bowman foram também descritas por este autor. Para ele o fato de o rim ser um 6rgéo
que recebe grande fluxo sanguineo a presenca de compostos quimicos no sangue pode levar a
algumas mudangas patolégicas na capsula de Bowman, como proliferacdo anormal das células
epiteliais e o espessamento da 1amina basal, que leva a reducdo do espaco de Bowman.

Thomson (1978), descreve que € comum - em determinados graus de contaminagdo e
exposicdo a presenca de degeneracdes e necroses nos tecidos. Para esse mesmo autor estas
alteracdes podem ocorrer em funcdo do aumento das necessidades funcionais das células ou
mesmo por exposi¢do aos xenobidticos. As lesdes renais podem seguir padrdes diferentes
dependendo do agente quimico envolvido no processo, por isso, esses estudos tém se tornado
importante nas pesquisas com biomarcadores histopatolégicos em peixes, mesmo que em uma
menor frequéncia se comparado com outros tecidos (FAHEEM; JAHAN; LONE, 2018).

Todas as patologias encontradas na regido da Ilha de Itamaracd para o rim podem ser
observadas nas imagens, (Figura 11 A espacamento do endotélio capilar — seta preta), (Figura 11
B ) aumento da capsula de Bowman — ponta da seta preta) (Figura 11 B necrose — circulo) (Figura
11 B centro melanomacrofdgo — quadrado vermelho) (Figura 11 C aumento do ltimen tubular —
circulo vermelho) (11 C dilatacdo do vaso sanguineo — ponta da seta vermelha). (Figura 11 D

oclusdo da luz tubular — seta preta).



Figura 11. Fotomicrografias das alteracdes renais observadas em L. chrysurus na regido de Ilha de
Itamaracd, Pernambuco, Brasil. visualizada em microscopia 6ptica na objetiva 40x.
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Legenda: A: EEC (Espagamento do endotélio capilar — seta preta); B: ACB (Aumento do espaco da capsula de Bowman
— ponta da seta); NE (Necrose — circulo preto); CMM (Centro melanomacrofigo — quadrado vermelho); C: DVS
(Dilatagdo do vaso sanguineo — ponta da seta vermelha); ALT (Aumento do limen tubular — circulo vermelho);

OLT (Oclusiao da luz tubular — seta fina preta

De acordo com Thophon et al. (2003), o rim de peixes teledsteos, por processar um grande

volume sanguineo, junto com as branquias, ¢ um dos primeiros 6rgdos a serem afetados por



contaminantes. Dessa forma em varios estudos, o rim vem sendo considerado um 6rgao-alvo nos
estudos dos efeitos de poluentes para os peixes (HINTON er al., 1992).

As lesdes encontradas em diferentes tecidos podem ser consequéncia de interferéncias
decorrentes da atividade humana no ambiente aquético e nas suas vizinhancas, a polui¢do
quimica ou bioldgica pode gerar alteragdes teciduais por acdo direta ou indireta, assim como
causar estresse nos peixes aumentando a susceptibilidade para infeccdes e contribuindo de forma

significante para limitar a atividade metabdlica desses organismos (SANTOS, 2010).

5.5.1 Dendograma e similaridade entre as lesoes observadas nos rins dos peixes da espécie L.

chrysurus na drea de Itamaracd
O indice de Bray-Curtis para as alteracOes nos rins de L. chrysurus na drea indicou um
forte agrupamento com 100% de similaridade das alteracdes oclusdo da luz tubular, aumento do

limen tubular, espacamento do endotélio capilar, aumento do espaco da capsula de Bowman e

centro melanomacrofigo distanciando-se das alteracdes necrose e dilatagdo do vaso sanguineo.

Figura 12. Dendograma da similaridade do indice de Bray-Curtis das lesdes renais em L. chrysurus
capturados em Itamaracd, Pernambuco, Brasil.
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Legenda: EEC (Espacamento do endotélio capilar); ALT (Aumento do lumen tubular); ACB (Aumento do espaco
da capsula de Bowman); NE (Necrose); CMM (Centro melanomacrofago); OLT (Oclusao da luz tubular); DVS
(Dilatag¢do do vaso sanguineo)



As alteragdes encontradas no rim de L. chrysusrus na regido de Itamaracd, Pernambuco
indicam que os organismos ali coletados estdo sob influéncia de contaminantes no ambiente. No
presente estudo foi identificado a presenca de centro de melanomacréfagos, a presenga de
melanomacréfagos € encontrada de forma natural neste 6rgdo, todavia o grande acimulo estéd
relacionado aos efeitos de materiais poluentes absorvidos por este 6rgao (CASTRO, 2016).

Manera et al. (2000) descreve que a intensidade e a prevaléncia de acimulos de
melanomacréfagos no rim de peixes tem sido proposto como um biomarcador titil da degradagdo
ambiental e da polui¢@o aquatica.

O aumento do espago da cipsula de Bowman pode causar o desprendimento da cépsula e
disfuncdes na filtracdo do sangue dentro do rim (CAMARGO, MARTINEZ, 2007). A obstrucdo
tubular e o aumento do limen tubular podem intensificar as disfunc¢des na filtragcdo, a reabsor¢ao
e secrecdo nos tibulos (RATN et al., 2018). A dificuldade em realizar esses processos pode ser
agravada ainda pela dilatacdo dos vasos sanguineos, que resulta em uma condi¢do estagnante do
fluxo sanguineo que pode causar ruptura dos vasos sanguineos (WOLF et al., 2015).

Lesdes no tecido renal podem ser indicativos de poluentes e podem ser utilizadas como
indicadoras para o monitoramento de efeitos dos contaminantes (OVERSTREET, 1988;
HINTON; LAUREN, 1990; SCHWAIGER et al., 1997).

No entanto, se comparado com as branquias e o figado, as alteragdes histopatolégicas
renais em peixes estdo sendo utilizadas ainda de forma timida como biomarcadores histolégicos

da contaminacdo aqudtica (HINTON ez al., 1992; SILVA, 2001; PACHECO; SANTOS, 2002).

5.6 Histologia das gonadas
As goénadas analisadas apresentaram caracteristicas normais (Figura 13) conforme

descrito por Genten; Terwinghe; Danguy (2009), onde foram encontradas células germinativas
em diferentes estagios de desenvolvimento, no ovario foi possivel observar odcitos em diferentes
estdgios de maturacdo e nos testiculos diferentes estigios de desenvolvimento dos

espermatozoides.



Figura 13. Corte histoldgico de gonadas de L. chrysurus. A — Corte de ovario mostrando odcitos em
diferentes estdgios de maturacdo. B — Corte de testiculo apresentando estrutura normal com diferentes
estagios de desenvolvimento dos espermatozoides. Visualizada em microscopia Optica na objetiva 40x.

Legenda: N (Nucleo); Cit (Citoplasma), CF (células foliculares)

Foram encontradas poucas alteracdes nas gonadas analisadas, algumas amostras dos
individuos machos apresentaram necrose e alteracdes como foliculos atrésicos foram observadas
em gonadas de fémeas (Figura 14). Lesdes espontineas nas gdnadas podem ocorrer sem um
evento especifico sob condi¢des normais (ROSSTEUSCHER et al., 2008), no entanto, alteragdes
como foliculos atrésicos ja foram associadas a exposicdo a contaminantes (LOUIS; BEN-
ATTIA; BEN-HASSINE, 2009) e a misturas de poluentes organo-persistentes (KRAUGERUD
et al, 2012). Muitos xenobidticos podem atuar sobre o sistema reprodutivo dos animais, alterando
a fun¢@o hormonal end6gena e o comportamento reprodutivo dos organismos, além de também
causarem lesdes, hemorragias e malformacdes nas gobnadas (MLANDO et al, 2009).

Alteragdes como necroses demostra que estes organismos também estio sofrendo a acdo

de substancias toxicas que causam alteragdes nas gonadas, a exposi¢do cronica a poluentes pode



gerar vdrias lesdes em animais expostos, podendo até mesmo, dependendo do grau de danos,

interferir na capacidade de reproducdo destes. (SANTOS, 2013).

Figura 14. Corte histolégico de gonadas de L. chrysurus. A — Corte de ovario mostrando foliculo atresico.
B — Corte de testiculo apresentando dreas de necrose (setas) visualizada em microscopia éptica na objetiva
40x.

Foram observadas também a presenca de centros melanomacrofigos (figura 13),
melanomacrofagos sdo células que pertencem ao sistema imunoldgico inespecifico (LOUIS;
BEN-ATTIA; BEN-HASSINE, 2009). Essa anormalidade é comumente associada a lesOes
inflamatérias cronicas, o aumento desta alteracdo foi correlacionado a uma resposta ao estresse

resultante da exposi¢do a xenobidticos, como a poluicio (MARTY et al., 2003).

Figura 15. Corte histolégico de gonada de macho L. chrysurus apresentando centros melanomacrofagos
(ponta das setas), visualizada em microscopia dptica na objetiva 40x.




5.7 Indice de lesoes branquiais, hepaticas e renais de L. chrysusrus

Na Tabela 5 estdao expressos as principais patologias e o grau de severidades das lesdes

encontradas nas populacdes de L. chrysurus. Em uma andlise geral sobre a o indice de pontuacio

do grau de severidade das lesdes de Bernet et al. (1999), observadas na espécie L. chrysurus,

constatou-se que o fator de importancia das lesdes predominantes foram de 1 a 3.

Tabela 5: Patologias observadas, fator de importancia (w) e indice de 6rgao para L. chrysurus
capturados na Ilha de Itamaracd, Pernambuco, Brasil.

Orgio Padriao de reaciao Alteraciao W) I’nd1~ce de
orgao

Distdrbios circulatérios Hemorragia 1
Aneurisma 1
Des. Lamelar 1
Congestao 1
Des. Epitélio 1

Branquia Coleta I, Torg= 430

Mudancas regressivas  Necrose 3 Coleta II, Iorg= 500
Mudancas progressivas Fusdo 2
Hiperplasia 2
Disturbios circulatérios Hemorragia 1
Necrose 3

Figado Mudancas regressivas  Fibrose 2 Coleta I, Iorg= 488

Esteatose 2 Coleta II, Iorg= 371
Deg. Tecidual 1
CMMs 2
Resposta inflamatéria  Inf. Leucocitaria 2
Cel. Diferenciacao 1
Disturbios circulatérios  Dilatagdo do vaso sanguineo 1
Mudancas regressivas Espagamento do endotélio capilar 2
Aumento do limen tubular 2



Rim Necrose 3 Coleta I, Iorg= 483
Oclusao da luz tubular

Mudangas progressivas  Aumento do espaco da capsula de Bowman 1

Resposta inflamatéria CMMs 2

Nas alteracOes teciduais dos peixes analisados foi possivel observar quatro padrdes de
reagdo, comentados a seguir, conforme descrito por Bernet et al. (1999). O primeiro padrao
observado foi a presencga de distirbios circulatérios (Rpl), que prejudica o fluido do tecido e o
fluxo de sangue. O segundo padrao verificado foi o de Mudangas regressivas (Rp2), que ocasiona
mudanca na estrutura e funcionalidade do 6rgdo. O terceiro padrao registrado foi o de Mudancas
Progressivas (Rp3) que resulta na proliferacdo das células ou tecidos. E o quarto padrdao
percebido nas amostras analisadas foi o de Respostas inflamatérias (Rp4) com acumulo de
fluidos no tecido.

Os indices para as branquias foram maiores na coleta 2, para o figado na coleta 1, e para
o rim na coleta 1, indicando que estes orgaos estdo sendo sensiveis a presenca dos contaminantes
aqudticos.

Portanto o método de avaliagdo padronizado proposto no presente estudo permite a
quantificacdo do dano ao 6rgdo, incluindo a extensao e a importancia patoldgica das alteragcdes.
Outra vantagem de categorizar as lesdes histopatoldgicas estd na possibilidade de avaliar quais

Orgaos foram lesados e em que medida as alteragdes foram induzidas (BERNET ez al., 1999).

5.8 Comparacao das alteracoes branquias, hepaticas, renais e gonadais de L. chrysurus
capturados na ilha de Itamaraca, Pernambuco, Brasil.
A Figura 14 apresenta de forma comparativa o quantitativo de lesdes encontradas nas

branquias, figado, rim e gonada de L. chrysurus capturados na Ilha de Itamaracd regido afetada
pelo derramamento de 6leo em 2019.

Esses dados indicaram que as lesdes foram bem representativas e quantitativamente
podemos observar que as alteragdes hepdaticas foram as de maiores porcentagens. Em longo
prazo, os efeitos dos poluentes e as diferencas de sensibilidade podem atingir niveis maiores,
interferindo até mesmo nas relacdes ecoldgicas e composicao das comunidades e ecossistemas
afetados (SANTOS, 2013).

Dessa forma, a hipdtese aqui proposta sobre os espécimes de peixes que vivem na regiao

Itamaracd, regido afetada pelo derramamento de 6leo, podem estar sofrendo com impactos



oriundos de polui¢do por contaminantes petrogénicos que mostrou-se por meio das lesdes graves
aqui identificadas. As alteragdes encontradas podem ser indicativos de exposicdo a
contaminantes ou estresse ambiental visto que na drea hd dados de contaminagdo por petréleo,
Reddy et al. (2022) analisando as amostras de petrdleo e avaliando os HPAs nas amostras,
descreve a presenca desse contaminante. Assim como Magalhdes et al. (2022) avaliando o tecido
de peixes, crustidceos € moluscos na regido de Itamaraca descreve a presenca de HPAs em seus
tecidos.

Portanto, esses 6rgdos em conjunto, atuam como importantes estruturas que auxiliam em
andlises de biomarcadores, podendo fazer parte de metodologias para o biomonitoramento de

dreas impactadas.

Figura 16. Grafico comparando o total de lesdes encontradas em branquias, figado, gonada e rins de L. chrysurus
na Ilha de Itamaraca, Pernambuco, Brasil
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6 CONCLUSAO
Os dados dos trabalhos realizados para a andlise de biomarcadores de contaminacio
aquédtica em peixes da espécie L. chrysurus permitiram concluir que:

e A espécie estudada, L. chrysurus, apresentou em suas branquias diferentes tipos de lesdes
(desorganizagdo das lamelas, deslocamento do epitélio, fusdo, hiperplasia, necrose,
congestao, aneurisma e hemorragia). Os percentuais das lesdes indicam que os
organismos da 4rea estudada estdo respondendo a exposicao por contaminantes lancados

no ambiente;



As lesdes observadas nas branquias de L. chrysurus demostram que este 6rgao € importante
para o estudo com biomarcadores, sendo til para o biomonitoramento de regides que
apresentam variacdes ambientais e antrépicas, principalmente, aquelas com grandes
impactos como o derramamento de 6leo;

As lesdes hepdticas observadas servem como ferramentas importantes nos estudos de
biomonitoramento e contribuem de forma significativa para avaliacdo da qualidade da 4gua
e do ambiente em que esses peixes estdo inseridos;

As lesdes renais permitem concluir que este 6rgdo foi eficiente na avaliacio de
contaminacgao para a espécie L. chrysurus;

A histologia das gonadas dos machos e fémeas ndo apresentaram alteracdes significativas
nas coletas, mais as poucas lesdes observadas demonstram que este 6rgao também é
sensivel a contaminacao;

A ocorréncia tanto de lesdes branquiais, hepaticas, gonadais e renais indicam contaminagao
aqudtica, e reforcam a importancia destes 6rgaos para esse tipo de andlise na espécie;

Os resultados observados para L. chrysurus permitiu concluir que o tecido hepatico
apresentou respostas bioldgicas alteradas mais adequadas para inferir os impactos da drea,
visto que mostrou sinais de danos mais severos em compara¢do com os tecidos branquiais,
renais e gonadais;

Os indices de alteragdes histolégicas podem ser utilizados nos estudos e programas de
biomonitoramento em &dreas potencialmente contaminadas porque mostram o grau de
severidade dessas lesoes;

Esses achados podem contribuir de forma significativa para programas de monitoramento
ambiental no estado de Pernambuco, visto que sdo metodologias que apresentam resultados
répidos, eficazes e de baixo custo.

A espécie L. chrysurus provou ser uma espécie adequada para avaliar os contaminantes

ambientais com base no uso de biomarcadores.
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