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RESUMO

Na Regido Nordeste do Brasil, os grandes centros urbanos localizam-se nas regides
costeiras proximos a ambientes estuarinos. Como consequéncia, estes ambientes tém
sofrido uma grande intervencdo ambiental, decorrente da descarga de efluentes
produzidos pela intensa atividade humana. Esses compostos podem induzir nas
espécies que utilizam os estuarios de forma transitéria ou definitiva uma série de
alteracbes genéticas, bioquimicas e histolégicas, podendo assim comprometer a
adaptabilidade e sobrevivéncia dessas espécies neste ecossistema. Além do mais,
ferramentas que avaliam alteracdes enzimaticas, genotoxicas ou teciduais nessas
espécies, por exemplo, podem ser muito Uteis na elaboracdo de diagnosticos
ambientais, importantes para monitorar e até prever possibilidades de maiores
tragédias ambientais. O objetivo deste trabalho foi realizar o biomonitoramento de
seis sistemas estuarinos da regido nordeste do Brasil, por meio de marcadores
enzimaticos, histolégicos e genotdxicos da espécie M. curema. As coletas ocorreram
de forma semestral (Inverno — Verao) durante os anos de 2019 e 2020 em seis
sistemas estuarinos distribuidos nos estados da Paraiba, Pernambuco e Alagoas.
Para os dados de genotoxicidade amostra controle foi utilizada da estacao ecoldgica
da Juréia-Itatins (Litoral Sul do Estado de S&o Paulo) conforme dados da literatura.
Em cada um dos estuarios uma meédia de 8 espécimes de M. curema foram
capturados, das quais foi coletado sangue para realizacdo dos ensaios genotoxicos
(Teste do Micronucleo — MN e Ensaio Cometa — EC). Em seguida foram retirados
tecidos (cérebro) para analise das atividades das enzimas colinesterases (ChEs).
Concomitantemente tecidos das branquias e figado foram retirados para analise
histolégica. Os resultados dos marcadores genotoxicos apontam para diferencas
estatisticamente significativas (p < 0,05) entre os estuarios avaliados e o grupo
controle (Juréia-Itatins) em especial aqueles relacionados as microlesées no genoma
(Ensaio Cometa) representados pelo indice de Danos (ID) e pela Frequéncia de
Danos (FD). O marcador enzimatico representado pela Acetilcolinesterase (AChE) foi
caracterizado e alguns parametros fisico-quimicos ideais foram definidos. Alguns
inibidores especificos foram testados, entre eles o BW284c51 (inibidor especifico da
AChE) sendo comprovado que a atividade colinesterasica predominante do tecido
cerebral de M. curema é a da AChE. A enzima também apresentou alta sensibilidade

para alguns pesticidas organofosforados (OPs) e carbamatos (CBs), além dos ions



metalicos. A atividade especifica da AChE sugere que os estuarios avaliados
encontram-se sob forte press&o antropica, inclusive aqueles inseridos nas Areas de
Protecdo Ambiental — APAs. A andlise histopatologica revelou diversos tipos de lesbes
nas branquias (aneurisma, fusdo, necrose, atrofia, hiperplasia entre outras) e no
figado (necrose, centro de melanomacroéfagos, infiltracdo leucocitaria e congestéao).
Os dados apresentados demonstram que o0s estuarios do Nordeste do Brasil
encontram-se fortemente impactados e que as APAs tem sido pouco efetivas na
protecdo da biodiversidade do ecossistema estuarino. Foi observado efeito da
sazonalidade nos padrdes de contaminacdo dos estudrios, indicando que as
diferentes dindmicas de fluxo hidrico entre o inverno e o verdo exercem efeito direto

na expresséo dos biomarcadores.

Palavras-chave: Saude Ambiental; Biomonitoramento; Biomarcadores; Estuarios;

Peixes.



ABSTRACT

In the Northeast Region of Brazil, the large urban centers are located in coastal regions
close to estuarine environments. As a consequence, these environments have
suffered a great environmental intervention, resulting from the discharge of effluents
produced by intense human activity. These compounds can induce a series of genetic,
biochemical and histological alterations in species that use estuaries in a transitory or
permanent way, thus compromising the adaptability and survival of these species in
this ecosystem. Furthermore, tools that evaluate enzymatic, genotoxic or tissue
alterations in these species, for example, can be very useful in the elaboration of
environmental diagnoses, important for monitoring and even predicting possibilities of
greater environmental tragedies. The objective of this work was to carry out the
biomonitoring of six estuarine systems in the northeast region of Brazil, using
enzymatic, histological and genotoxic markers of the M. curema species. The
collections took place every six months (Winter — Summer) during the years 2019 and
2020 in six estuarine systems distributed in the states of Paraiba, Pernambuco and
Alagoas. For genotoxicity data, a control sample was used from the ecological station
of Juréia-Itatins (South Coast of the State of S&do Paulo) according to literature data.
In each of the estuaries, an average of 8 specimens of M. curema were captured, from
which blood was collected for genotoxic assays (Micronucleus Test — MN and Comet
Assay — EC). Tissues (brain) were then removed for analysis of the activities of
cholinesterase enzymes (ChEs). Concomitantly, tissues from the gills and liver were
removed for histological analysis. The results of the genotoxic markers point to
statistically significant differences (p < 0.05) between the evaluated estuaries and the
control group (Juréia-Itatins), especially those related to microlesions in the genome
(Comet Assay) represented by the Damage Index (ID) and by Damage Frequency
(FD). The enzyme marker represented by Acetylcholinesterase (AChE) was
characterized and some ideal physicochemical parameters were defined. Some
specific inhibitors were tested, among them the BW284c51 (specific inhibitor of AChE)
being proven that the predominant cholinesterase activity of the brain tissue of M.
curema is that of AChE. The enzyme also showed high sensitivity to some
organophosphate pesticides (OPs) and carbamates (CBs), in addition to metal ions.
The specific activity of AChE suggests that the evaluated estuaries are under strong

anthropic pressure, including those located in Environmental Protection Areas — APAs.



Histopathological analysis revealed different types of lesions in the gills (aneurysm,
fusion, necrosis, atrophy, hyperplasia, among others) and in the liver (necrosis,
melanomacrophage center, leukocyte infiltration and congestion). The data presented
show that the estuaries of Northeast Brazil are heavily impacted and that APAs have
been ineffective in protecting the biodiversity of the estuarine ecosystem. An effect of
seasonality was observed on the contamination patterns of estuaries, indicating that
the different dynamics of water flow between winter and summer have a direct effect

on the expression of biomarkers.

Keywords: Environmental Health; Biomonitoring; Biomarkers; Estuaries; Fish.
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1 INTRODUCAO

O avanco dos sistemas industriais, associado com os crescentes niveis de
urbanizacdo em regides proximas de recursos hidricos, tém contribuido de maneira
alarmante com a introducdo de compostos quimicos prejudiciais a salde ambiental e
das espécies (GHISI et al., 2014; PASSOS et al., 2021; SOUZA et al., 2021). Nas
Ultimas décadas, os ecossistemas aquaticos tém sido alterados de maneira
significativa em funcéo de multiplos impactos ambientais advindos do lancamento de
grandes quantidades de efluentes sem tratamento adequado e/ou com intensidade,
em concentracdo e caracteristicas discordantes dos padrfes estabelecidos em
legislacdo (FRINHANI E CARVALHO, 2010; WADE et al., 2021). Como consequéncia,
tem-se observado uma expressiva queda da qualidade da agua, perda de
biodiversidade aquéatica, além de desequilibrios a fauna, a flora e aos ciclos
biogeoquimicos (TALLINI et al., 2010; DE SOUZA et al., 2022).

No nordeste do Brasil, os grandes centros urbanos localizam-se nas regides
costeiras proximos a ambientes estuarinos (IBGE, 2022). Como consequéncia, estes
ambientes tém sofrido uma grande intervencédo ambiental, decorrente da descarga de
efluentes produzidos pela intensa atividade humana (BENINCA et al., 2011; PASSOS
et al., 2021). A poluicdo das regides estuarinas compromete o equilibrio ecoldgico e
ameaca a exploracdo econdémica dos recursos biolégicos, tendo efeitos negativos
sobre a economia, além de constituir uma questdo de saude publica pelo risco do
consumo de organismos contaminados (ABESSA et al., 2008; PEREIRA et al., 2012;
LIMA et al., 2019). Isto representa uma problematica antiga, que vem se agravando
atualmente (KENNISH, 1994; LIU et al., 2022)

A utilizacdo de peixes como espécies bioindicadoras da qualidade dos
ecossistemas aquaticos vem crescendo substancialmente nos dltimos anos. Esse
crescimento esta associado a sua relacao intima com o ambiente (ADAM et al., 2010;
PRAGNYA et al., 2021), constituindo-se em excelentes monitores de ambientes
aquaticos que sofreram ou estdo sofrendo algum tipo de estresse ou mudanca nas
suas condi¢cdes naturais (CARMO et al., 2011; LIMA et al., 2019).
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Espécies do género Mugil tem sido consideradas sentinelas e
consequentemente utilizadas para diagndésticos da saude de ambientes costeiros
(HAUZER-DAVIS et al., 2016; LIMA et al., 2019). Algumas de suas caracteristicas
reforcam tal condicdo como sua capacidade de adaptacdo a uma gama de variacdes
ambientais, como salinidade, turbidez, oxigénio dissolvido e temperatura (WHITFIELD
et al., 2012). Além disso outra caracteristica que torna a espécie um bioindicador
importante dos ambientes estuarinos é o seu ciclo de vida. Apds a desova no mar, as
larvas e juvenis migram para os estuarios, em especial nos habitats com abundancia
de manguezais, em um processo conhecido como “recrutamento” e permanecem

nesses ambientes até a fase adulta (CROSETTI E BLABER, 2016).

Mugilideos possuem uma consideravel importancia econdémica regional. Em
geral, representam boa parte do pescado consumido no mundo e a pesca artesanal
representa uma das principais atividades desenvolvidas pelas comunidades
ribeirinhas no Nordeste do Brasil (ARAUJO E SILVA, 2013). Em especial, Mugil
curema é um dos recursos pesqueiros mais consumidos por estas comunidades, em
termos de alimentacéo e geracéo de renda com mais de 18 mil toneladas de pescado
ao ano (PESCA, 2011).

Frente a essa problematica, grande atencéo tem sido despendida com relacéo
ao monitoramento das acfes antropogénicas e seus efeitos em espécies nativas
(ADAM et al., 2010; FALCAQO et al., 2020). Uma urgéncia maior tem sido dada ao
desenvolvimento de métodos de acesso a esses efeitos, com técnicas diagnosticas e
prognosticas mais informativas e efetivas, destacando-se as abordagens genéticas,
histolégicas e bioquimicas (SINGH et al., 1988; BOLOGNESI E HAYASHI, 2011;
SAOCA et al.,, 2022). Nesse contexto, as técnicas de diagndstico ambiental, e ou
biomoléculas classificadas como biomarcadoras surgem como ferramentas com o
poder de monitorar e determinar a magnitude dos efeitos do impacto de determinados
contaminantes sobre o0s organismos em nivel individual, populacional ou de
comunidade biologica, uma vez que sdo feramentas ou compostos beseados ou
originados de tecido animal, vegetal ou de micro-organismos que, além de permitirem
caracterizar quimicamente os poluentes e determinar suas concentracdes, também
podem estimar o impacto causado por esses poluentes nos organismos
bioindicadores (COIMBRA et al., 2013; CASTRO et al., 2022; KARTAL E BILDIK et



25

al., 2022). Nesse contexto, o presente estudo buscou avaliar a saude ambiental dos
principais sistemas estuarinos da Regido Nordeste, através de marcadores biologicos
em espécie sentinela, visando contribuir com estudos posteriores na construcdo de

um sistema fiscalizador sobre o controle da poluicdo ao longo do litoral Nordestino.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar o diagndstico ambiental, baseado no biomonitoramento de seis
sistemas estuarinos da Regido Nordeste do Brasil, por meio de marcadores

enzimaticos, histolégicos e genotoxicos de M. curema.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o dano gendémico por macrolesdes em células sanguineas de M. curema

pelo Ensaio Micronucleo.

e Avaliar o dano genbmico por microlesbes em células sanguineas de M.

curema pelo Ensaio Cometa.

e Comparar os resultados de micro e macrolesdes entre os estuarios das regidoes

metropolitanas e das Areas de Protecdo Ambiental (APAs) com o grupo controle.

e Avaliar o efeito da sazonalidade (Inverno e Verdo) na expressao dos marcadores

genéticos.

e Sugerir os niveis de preservacdo ambiental dos estuarios a partir dos dados

genotoéxicos.

e Caracterizar fisico-quimica e cineticamente a acetilcolinesterase (AChE) cerebral

de M. curema.

e Determinar a temperatura 6tima e o pH 6timo de atividade da enzima.
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Avaliar o efeito in vitro de pesticidas carbamatos e organofosforados, dos
inibidores especificos, bem como investigar o efeito de ions metélicos sobre a
atividade colinesterasica.

Determinar o poder inibitério dos ions metalicos avaliados.

Comparar os dados de atividade especifica da AChE entre os estuérios da
Paraiba, Pernambuco e Alagoas nas diferentes estacfes (Inverno e Verao) de
2019 e 2020.

A partir dos dados de atividade especifica da AChE sugerir 0os estuarios mais e

menos preservados.

Avaliar a partir dos resultados da atividade especifica da AChE se os estuarios
inseridos nas Areas de Protecdo Ambiental apresentam melhores condi¢cdes do

gue os das regides metropolitanas.

Avaliar possiveis alteracfes histopatologicas na branquia e figado da espécie M.

curema nos estuarios avaliados.

Avaliar se existem diferencas nos padrées de expressdo das alteracdes
histopatoldgicas entre os tecidos avaliados, nos diferentes estuarios e estacdes

(Inverno/Verao).

Elencar as alteracdes histopatologicas nas branquias e figado dos espécimes

avaliados, identificando as mais e menos incidentes.

Sugerir a necessidade de melhorias no gerenciamento das APAs dos estuarios

avaliados

Sugerir o status de preservacéo dos estuarios avaliados a partir dos resultados

dos marcadores biolégicos.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 A DENSIDADE POPULACIONAL NAS ZONAS COSTEIRAS E O IMPACTO
SOBRE A BIODIVERSIDADE MARINHA

O répido crescimento da populacao global resulta no aumento da demanda em
varios setores da economia, entre eles a produc¢dao industrial, a agricultura e o turismo
se destacam por sofrerem influéncia direta dos niveis populacionais do planeta
(CHAKRABORTY et al., 2020). No Brasil o Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica — IBGE realiza censos demograficos a cada 10 anos. As pesquisas tem
demonstrado um crescimento consideravel da populagcéo brasileira a cada censo
realizado, a ultima estimativa realizada em 2017 indica que o Brasil ja ultrapassou a

marca de 200 milhdes de habitantes (Figura 1).

Figura 1 - Estimativas anuais do crescimento da populacao brasileira realizado pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE
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Fonte: IBGE, 2017

Tais dados também revelam que o crescimento da populacdo no Brasil ndo

ocorre de maneira homogénea ao longo do territrio, sendo as regibes costeiras
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aquelas que apresentam as maiores densidades demogréficas do pais (Figura 2)

(IBGE, 2020).
Figura 2 - Padrdo de distribuicdo da populacgao brasileira
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Fonte: Adaptado IBGE, 2020

As areas costeiras apresentam caracteristicas que as tornam atrativas para o

estabelecimento e desenvolvimento de grandes centros urbanos, como a facilidade

de escoamento da producéo agricola através dos portos e a possibilidade de explorar

a pesca e o turismo. O nordeste do Brasil caracteriza-se por apresentar belas praias

ao longo do seu litoral e um clima favoravel praticamente o ano inteiro. Dos nove

estados dessa regido, em oito a capital € litoranea, isso revela que os grandes centros

urbanos do nordeste brasileiro estdo localizados proximos a costa (IBGE, 2020).
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Sistemas marinhos vem sendo fortemente impactados pelas atividades
humanas, incluindo a exploracdo excessiva, eutrofizagédo, poluicdo e introducao de
espécies (HALPERN et al., 2008; HOEGH-GULDBERG E BRUNO, 2010; BURROWS
et al., 2011; BEAUMONT et al., 2019). Uma consequéncia desses fatores de estresse
€ uma mudanca documentada na composicdo e riqueza das espécies (SAX E
GAINES, 2003; BEAUGRAND et al., 2010; MACLEOD et al., 2021). Evidéncias na
costa do Atlantico (STACHOWICZ et al., 2002) e do Pacifico (SORTE et al., 2010) da
América do Norte, indicam que as espécies nao nativas em comunidades de
invertebrados incrustantes, sédo favorecidas em detrimento de espécies nativas em
aguas mais quentes. Desta maneira, 0 aquecimento pode conduzir a uma tendéncia
de homogeneizacdo da composicdo de comunidades marinhas (BURROWS et al.,
2011; MACLEOD et al., 2021).

Desde a publicacdo dos primeiros experimentos que estudam os efeitos das
mudancas na biodiversidade dos ecossistemas (NAEEM et al., 1994; TILMAN et al.,
1994), ha o consenso de que o declinio da biodiversidade tem consequéncias
negativas para as funcdes do ecossistema, tais como producéao, eficiéncia no uso dos
recursos e ciclagem de nutrientes.

Outro fator que contribui para a reducdo da biodiversidade de ambientes
aquaticos é a introducdo de compostos quimicos produzidos pela atividade humana
(EGANHOUSE E SHERBLOM, 2001; DACHS E MEJANELLE, 2010; MACIEL et al.,
2015; KIM et al., 2021). Entre aqueles classificados como poluentes organicos, os que
mais preocupam sdo 0s poluentes organicos persistentes (POPs), como o0s
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HAPS), e inUmeros compostos utilizados
como pesticidas (DACHS E MEJANELLE, 2010; SPONCHIADO et al., 2011;
SMALLING et al., 2013; MACIEL et al., 2015; SUN et al.,, 2021). Os poluentes
inorganicos, tais como 0s metais pesados, também possuem grande relevancia nos
estudos dos efeitos antropicos sobre as comunidades de organismos marinhos
(PINHEIRO E TOLEDO, 2010; AMOOZADEH et al., 2014; SHARIF et al., 2014;
PRAGNYA et al., 2021).

Muitos destes poluentes persistem por longos periodos nos sistemas marinhos,
onde as suas concentragdes e os efeitos continuam aumentando (SOUZA et al., 2013;
AMOOZADEH et al., 2014; SHARIF et al., 2014; LEPAGE et al., 2022). A maioria

destes compostos acumula-se ao longo do tempo e biomagnificam-se através das



30

teias alimentares, tornando-se mais concentrados e prejudiciais em niveis troficos
superiores (SUN et al., 2021).

A gama completa de efeitos destes compostos € desconhecida, mas incluem
os canceres, deformacdes e falhas reprodutivas (ADAM et al., 2010; PINHEIRO E
TOLEDO, 2010; PINHEIRO et al., 2013; RIBEIRO et al., 2013; MALTSEVA et al.,
2022). Estes efeitos foram observados em varios tipos de organismos marinhos
(SHAHIDUL ISLAM E TANAKA, 2004; AMOOZADEH et al., 2014; FERRANTE et al.,
2022).

Shahidul Islam e Tanaka (2004), estimam que milhdes de toneladas de 6leo
entram no ambiente marinho a partir de varias fontes, como a manutencdo de
refinarias e derrame da agua de lastro, causando efeitos adversos em inumeras
espécies de peixes, invertebrados, aves e mamiferos marinhos. No entanto, os efeitos
destes compostos vao aléem dos eventos de mortalidade imediata, e continuam a
afetar de maneira indireta todo funcionamento do ecossistema (BEAUGRAND et al.,
2010; LIMA et al.,2019; LEPAGE et al., 2022).

3.2 O GERENCIAMENTO DOS RECURSOS HIDRICOS NO BRASIL: UM
PANORAMA DAS PRINCIPAIS BACIAS HIDROGRAFICAS DO PAIS

A relevancia dos recursos hidricos € incontestavel tendo em vista que todas as
formas de organizacGes sociais dependem deles para realizar suas atividades
rotineiras. Sendo assim, a utilizacdo da agua pela sociedade humana visa a atender
suas necessidades pessoais, atividades econdmicas (agricolas e industriais) e sociais
(TUCCI E MENDES, 2006; GETIRANA et al., 2021). No entanto, essa diversificacao
no uso da agua, quando realizada de forma inadequada, provoca alteracbes na
gualidade da mesma, comprometendo os recursos hidricos e por consequéncia seus
usos para os diversos fins (TOMASONI et al., 2009; GETIRANA et al., 2021). Segundo
Tucci (2008), ha décadas o Brasil passa por um processo de urbanizacédo que gera
problemas relacionados com a infraestrutura dos recursos hidricos no ambiente
urbano, destacando a falta de tratamento de esgoto e 0 aumento da carga de residuos
solidos langados nos mananciais. A Figura 3 mostra um panorama de utilizacdo dos
recursos hidricos entre as diferentes atividades.

Um fator importante que amplia a relevancia do bom gerenciamento dos

recursos hidricos em nosso pais é que sua distribuicdo é heterogénea ao longo do
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territério nacional. Dados da Agéncia Nacional das Aguas — ANA revelam que passam
pelo territorio brasileiro, em média, 260.000 m3/s de agua, dos quais 205.000 md3/s
estdo localizados na bacia do rio Amazonas, sobrando para o restante do territério
nacional apenas 55.000 m3/s de vazdo média. A regido em que ha maior
disponibilidade hidrica é onde ha menor densidade populacional, e as regiées mais
populosas do pais, onde ocorre a maior demanda por agua, sdo aquelas com menor
disponibilidade hidrica. Esses dados exp8e a urgéncia do gerenciamento adequado
dos mananciais proximos aos grandes centros urbanos do pais (PEREIRA et al.,
2020). O panorama das Ultimas décadas € preocupante e varios trabalhos revelam a
grande pressédo antrépica que esses recursos tem sofrido (AMOOZADEH et al., 2013;
GINEBREDA et al., 2014; LIMA et al.,2019).

Figura 3 - Panorama de utilizacdo dos recursos hidricos no Brasil

N

Fonte: Agéncia Nacional de Aguas, 2016

No estado do Rio Grande do Sul, o Rio dos Sinos € um exemplo de importante
manancial fortemente impactado pelas atividades humanas, 0 respectivo recurso
hidrico é responsavel pelo fornecimento de agua potavel para aproximadamente 2
milhdes de pessoas (PETRY E SCHULZ, 2006). Segundo Petry e Schulz (2006), a

introducdo de compostos quimicos neste manancial, ocorre principalmente na parte
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média e inferior da bacia. Nessas regides, os riachos que compdem a rede hidrologica
passam por centros urbanos com elevada densidade populacional e alta atividade
industrial (PETRY E SCHULZ, 2006). Os principais distirbios que degradam os
afluentes do Rio dos Sinos séo a polui¢céo originaria de esgoto domeéstico e industrial
das areas urbanas e a erosado provocada em grande parte pela eliminacdo da mata
ciliar em &reas urbanas e agricolas (FEPAM, 2009).

Segundo a Fundacéo Estadual de Protecdo Ambiental (FEPAM), cerca de 35
toneladas de metais pesado como cobre (Cu), zinco (Zn), cromo (Cr), cadmio (Cd) e
chumbo (Pb) séo liberados pelas atividades humanas no rio dos Sinos a cada ano. As
descargas de residuos toxicos provenientes das atividades industriais ocorrem
rotineiramente, causando mortandade de peixes na haste principal do rio. Em outubro
de 2006 mais de 100 toneladas de peixes morreram devido a tais descargas,
causando um prejuizo ecoldgico e econémico de valor inestimavel (FEPAM, 2009).

Segundo a Agéncia Nacional de Aguas (ANA), situacdo semelhante é
evidenciada na maioria dos mananciais do Estado de Santa Catarina, tais recursos
apresentam diferentes niveis de poluicdo, principalmente de efluentes domésticos,
industriais e pesticidas (ANA, 2012). A bacia hidrogréafica do Rio Cubatdo do Sul é a
mais alarmante devido a sua importancia no abastecimento de agua (ANA, 2012). De
acordo com a concessionaria local de tratamento de aguas e saneamento (Companhia
Catarinense de Aguas e Abastecimento) (CASAN, 2013), nos ultimos anos, o Rio
Cubatdo do Sul sofreu significativa erosdo devido a remo¢do da mata ciliar, como
consequéncia, essa perda tem contribuido para uma diminuicdo do volume de agua
ao longo dos anos. Além disso, na bacia do Rio Cubatdo do Sul ha intensa atividade
agropecuaria, que juntamente com a remocdo da mata ciliar, o escoamento de
esgotos domeésticos e industriais e a mineracdo de areia, estdo prejudicando a
gualidade e a quantidade de suas aguas (EXTERCKOTER, 2006). A maior parte dos
residuos téxicos encontrados nas aguas do rio deriva do escoamento de atividades
urbanas, indicando que a urbanizacdo tem impacto negativo sobre a qualidade das
aguas superficiais (EXTERCKOTER, 2006).

No estado de Séo Paulo, a qualidade do solo e as caracteristicas do clima
fazem da regido das bacias hidrogréaficas do Rio Pardo, uma das principais areas
agricolas do Brasil (RIBEIRO, 2008). A regido é caracterizada pela alta produtividade
agricola, especialmente de cana de acucar, 0 que a torna na maior produtora de
acucar e alcool do mundo (CARNESECA et al.,, 2012). Tais atividades acabam
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resultando na descarga de pesticidas e herbicidas nesse manancial, que associados
aos residuos domeésticos e industriais produzidos pelas atividades humanas,
promovem uma degradagcdo ambiental muito grave nessa regido (RIBEIRO, 2008;
CARNESECA et al., 2012).

No estado de Minas Gerais, a industria mineral tem um papel econémico
fundamental, representando cerca de 55% do seu produto interno bruto. As multiplas
relacdes da mineracdo com as bacias hidrogréaficas, com areas urbanas e protegidas,
tornam a gestdo ambiental desses recursos cada vez mais complexa (CIMINELLI,
2010; TUNDISI, 2014). Os municipios associados a bacia hidrografica do Rio Doce
possuem uma populagédo estimada em 3,5 milhdes de habitantes (FELIPPE et al.,
2016). O rompimento da barragem de Fund&o no municipio de Mariana, ocorrido em
novembro de 2015 trouxe graves consequéncias socioambientais para 0s municipios
pertencentes a esta bacia, afetanto a economia e gerando danos ambientais em
proporc¢des nunca antes observada para aquela regido (DIAS et al.,2018).

As bacias hidrogréficas localizadas na regido nordeste do Brasil incluem areas
altamente sensiveis aos impactos ambientais relacionados com as atividades
humanas (LACERDA et al., 2008). Um exemplo é a bacia do Pina no estado de
Pernambuco, onde estudos indicam que a qualidade ambiental dos recursos hidricos
e biologicos encontrasse fortemente impactada pela intensa atividade antropica
(VITORIO, 2006; VALENCA, 2009; MACIEL et al., 2015; LIMA et al., 2019).

A forte influéncia de esgotos domeésticos na Bacia do Pina vem sendo
demonstrada através do alto nivel de coliformes fecais na agua e em tecidos de
invertebrados aquaticos (BARROS et al., 2009; FARRAPEIRA et al., 2010). O Parque
dos Manguezais, localizado na parte Sudoeste da Bacia do Pina, também apresenta
evidéncias da contaminacao antrépica. Nesta localidade espécies de moluscos estéo
contaminados por metais pesados, podendo o consumo desses organismos ser
altamente prejudicial a saude humana (SILVA et al., 2010). Lima et al (2019)
observaram através de analises genotoxicas em células sanguineas de peixe, que 0
estuario do Rio Capibaribe constituinte da bacia do Pina, apresenta o maior impacto
ambiental entre as principais bacias hidrograficas do estado de Pernambuco.
Corroborando com os achados de outros trabalhos realizados em regides costeiras
com caracteristicas semelhantes (PINHEIRO et al., 2013; MARKICH, 2020).
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3.3 AIMPORTANCIA DOS PEIXES NA AVALIACAO DA QUALIDADE AMBIENTAL:
Mugil curema COMO SENTINELA DE AMBIENTES ESTUARINOS

O biomonitoramento de ambientes aquaticos € de extrema importancia, uma
vez que estes ambientes sdo o destino final para a maior parte dos residuos urbanos,
industriais e agricolas (ADAM et al., 2010; GINEBREDA et al., 2014; MACIEL et al.,
2015; SANOU et al., 2021). O desenvolvimento industrial, a intensa urbanizagéo e
praticas agricolas ndo planejadas, introduziram grandes quantidades de substancias
biologicamente ativas, incluindo produtos quimicos organicos (Hidrocarbonetos
policiclicos arométicos - HAPS) e inorganicos (Metais pesados) (PINHEIRO et al.,
2013; MACIEL et al., 2015; MANZANO et al., 2015).

Muitos destes poluentes estdo presentes no meio ambiente em niveis muito
baixos, porém, podem acumular-se nos tecidos dos organismos aquaticos e induzirem
danos no DNA destas espécies (ADAM et al., 2010; SANTOS et al., 2010). No trabalho
realizado por Ahmed et al. (2011), foram utilizados exemplares de tilapia (Oreochromis
mossambicus) expostos a diferentes concentracdes de Arsenito de Sodio (NaAsO2)
para evidenciar o potencial genotoxico desse composto, utilizando como metodologias
0 ensaio cometa (EC) e o teste do micronucleo (MN), os resultados indicam que estas
metodologias possuem diferentes sensibilidades na deteccdo de danos genbémicos,
fornecendo um panorama completo dos efeitos causados pelo composto.

Pinheiro et al. (2013), observaram que as altas concentracdes de metais
pesados como o cobre, cadmio, cromo, chumbo e mercurio (Hg), quantificados em
amostras de agua e sedimento coletados em regido de manguezal fortemente
impactado, estdo diretamente relacionados ao mecanismo de inducdo de danos
genbmicos em caranguejos da espécie Ucides cordatus, revelando o potencial
mutagénico destes compostos em crustaceos. Adam et al. (2010), em trabalho
realizado com exemplares da espécie de peixe Poecilia vivipara em lago urbano de
Curitiba-Sul do Brasil, observaram que as concentracfes de metais pesados e
coliformes fecais dessa regido, sdo capazes de produzir efeitos adversos ao genoma
através da formacdo de micronucleos nos eritrécitos avaliados. Outros estudos
recentes indicam o potencial genotoxico destes contaminantes em diversos grupos
taxondmicos de animais aquaticos, como os observados em mexilhdes (ROCHA et
al., 2014; MUSRRI et al., 2021), peixes (RAGUGNETTI et al., 2011; SPONCHIADO et
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al., 2011; BARSIENE et al., 2013; LIMA et al., 2019) e gastropodes (SARKAR et al.,
2015; MALTSEVA et al., 2022).

As espécies aquéticas sdo normalmente expostas a uma mistura complexa de
substancias quimicas, que acabam induzindo danos genéticos que podem ser
expressos em diferentes niveis de organizacéo ecoldgica (individual, populacional ou
ecossistémico) (VOROSMARTY et al., 2010; GINEBREDA et al., 2014; CASTRO et
al., 2021). Uma enorme variedade de contaminantes ambientais pode causar
alteragbes de forma direta ou indireta ao DNA, possuindo assim significativa
relevancia toxicoloégica, uma vez que estdo relacionados a varios processos
patoldégicos que incluem efeitos reprodutivos e carcinogénicos, que além de afetarem
o individuo, se tornam ativos em geracdes subsequentes (LEWIS E GALLOWAY,
2009; CASTRO et al., 2021). A constante exposicao a esses produtos quimicos pode
levar a respostas fisiologicas anormais e causar efeitos adversos sobre o
desenvolvimento, o crescimento, comportamento e a taxa reprodutiva (EGANHOUSE
E SHERBLOM, 2001; BISTODEAU et al.,, 2006; PINHEIRO E TOLEDO, 2010;
GINEBREDA et al., 2014).

A utilizacdo de peixes como bioindicadores da qualidade dos ecossistemas
aquaticos vem crescendo substancialmente nos ultimos anos, esse crescimento esta
associado a sua relacéo intima com o ambiente (LIMA et al., 2019; ALMEIDA et al.,
2021; CASTRO et al.,, 2021), constituindo-se em excelentes bioindicadores de
ambientes aquaticos que sofreram ou estdo sofrendo algum tipo de estresse ou
mudanca nas suas condi¢cfes naturais (AUBRECHT E CABA, 2005; PATIRE, 2010;
CARMO et al., 2011; ALMEIDA et al., 2021).

Entre as espécies de peixes estuarinos destaca-se a espécie M. curema. Os
mugilideos possuem alimentacdo majoritariamente detritivora, filtrando, ingerindo e
concentrando em seus alimentos elevadas quantidades de matéria organica
sedimentar, como também matéria organica proveniente de efluentes domésticos
(VOLLRATH et al.,, 2021). Vollrath et al. (2021) em estudo sobre os habitos
alimentares de M. curema, relatam que apds o recrutamento dos juvenis, a espécie
torna-se ilifaga, alimentando-se no fundo da coluna de agua. Tal habito expde os
espécimes a uma grande quantidade de substancias toxicas, desencadeando
modificacdes como reflexo das condi¢cdes adversas em que vivem (CROSETTI E
BLABER, 2016; VOLLRATH etal., 2021). O modo de alimentacao detritivoro posiciona

os mugilideos na base da cadeia alimentar, o que possibilita sua atuagdo como
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colonizadores iniciais em sistemas aquéaticos, resultando em seu uso como possivel
indicador de recuperacao de ambientes degradados (MOHAMED et al., 2012).

Devido a sua ampla distribuicdo, abundéancia, importancia socioeconémica e
hédbitos alimentares essa espécie ja foi utilizada em diversos estudos de
monitoramento ambiental (CARMO et al., 2011; GARCIA-GASCA et al., 2016; LIMA
et al., 2019).

Carmo et al. (2011), analisaram as concentracbes de metais pesados em
diferentes tecidos da espécie M. curema de dois rios (Branco e Mariana) do estuario
de Santos/Séo Vicente-SP e encontraram altas concentragdes de Cr e ferro (Fe) nas
branquias e de Cu e Zn no figado, observando diferentes padrdes de bioacumulacdo
gue podem refletir potenciais genotoxicos distintos. Patire (2010), avaliou a
biodisponibilidade de Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, através da analise de
metabolitos biliares de M. curema dos estuarios de Santos e Cananéia, Sdo Paulo,
constatando uma maior concentracao nos individuos coletados no estuario de Santos,
indicando um maior nivel de contaminacdo deste estuario. Lima et al. (2019) em
estudo realizado em cinco sistemas estuarinos da Regido Nordeste utilizando M.
curema como organismo bioindicador, observaram atraves de marcadores genéticos
diferentes niveis de degradacdo ambiental resultantes de diversas fontes de
contaminacao, elencando os estuarios mais e menos preservados de acordo com 0s
padrdes de micro e macrolesfes detectados na espécie.

Portanto, a classificacdo de M. curema como espécie sentinela de ambientes
estuarinos, se da devido a algumas de suas caracteristicas como: ampla distribuicao,
habito alimentar, capacidade de adaptacdo a variacbes ambientais (salinidade,
turbidez, oxigénio dissolvido, temperatura e etc) e principalmente ao seu ciclo de vida
(Figura 4).
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Figura 4 - Esquema representativo das fases do ciclo de vida dos mugilideos. Ecloséo e
desenvolvimento das larvas, recrutamento dos alevinos para areas estuarinas,
desenvolvimento e maturacdo sexual dentro dos estuarios e retorno ao oceano no periodo
reprodutivo.
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Fonte: Adaptado de CROSETTI E BLABER, 2016
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3.4 OSEFEITOS DA POLUICAO NO AMBIENTE ESTUARINO: A RESPOSTA DAS
ESPECIES NATIVAS

E inquestionavel que o crescimento populacional nas regides costeiras esta
diretamente relacionado ao aumento na descarga de compostos quimicos nos
habitats aquéaticos (HALPERN et al., 2008; BARLETTA E COSTA, 2009; MACIEL et
al., 2015; ARIMORO et al., 2021). Um dos ecossistemas mais afetados com o
aumento do contingente populacional nas regides costeiras sao os estuarios (DACHS
E MEJANELLE, 2010; AZEVEDO et al., 2013; SOUZA et al., 2013; LIMA et al., 2019).
Este ambiente possui algumas caracteristicas que estimulam o estabelecimento de
grandes centros urbanos em seu entorno, como: a capacidade natural de renovacgao
periodica e sistematica de suas aguas sob a influéncia das marés, a comunicacéo
natural com regies de manguezais, a abundante comunidade biolégica e a facilidade
de captacdo de agua doce (BARLETTA E COSTA, 2009). Desta forma, o
conhecimento sobre os efeitos que os efluentes produzidos pelas atividades humanas
podem causar na biodiversidade do ambiente estuarino € de suma importancia, tendo
em vista o valor inestimavel que ele possui para as comunidades ribeirinhas que
dependem da pesca, além da enorme importancia ecologica por constituisse em
bercario para inUmeras espécies (BARLETTA E COSTA, 2009; AZEVEDO et al.,
2013; SOUZA et al., 2013; MACIEL et al., 2015; BLABER et al., 2022).

Alguns compostos prejudiciais a saude deste ambiente e das espécies nativas
séo relatados na literatura (PINHEIRO et al., 2013; SOUZA et al., 2013; SHARIF et
al., 2014; MACIEL et al., 2015; NICE, 2022), e dependendo do tempo de exposicao e
niveis de concentracdo podem conduzir as mais variadas alteracGes patofisioldgicas,
gue incluem: perda de gametas devido a morte celular, esterilidade, mortalidade
embrionaria, inibicdo de crescimento, anormalidades do desenvolvimento, disfuncbes
enzimaticas, desregulacdo metabdlica, envelhecimento precoce e neoplasias
(DEPLEDGE, 1996; BELFIORE E ANDERSON, 2001; PINHEIRO E TOLEDO, 2010;
PAIXAO et al., 2011). As espécies que sao bioindicadoras da qualidade ambiental
tendem a ser mais sensiveis aos efeitos destes compostos (MAI et al.,, 2012;
AMOOZADEH et al., 2014; LIMA et al., 2019).

Amoozadeh et al. (2014), constataram que as cracas bioacumulam uma maior
guantidade de metais quando comparadas com outros organismos estuarinos, sendo

os efeitos dessa caracteristica expressos na reducdo da taxa reprodutiva desses
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animais. Paixado et al. (2011), observaram que a contaminacdo das regides de
manguezais esta relacionada as anormalidades no desenvolvimento embrionario de
espécies de ostras, associando a poluicdo com a reducdo dos padrdes reprodutivos
da espécie. Mai et al. (2012), constataram os efeitos de metais pesados e pesticidas
na espécie de ostra Crassostrea gigas e observaram uma correlacéo entre os efeitos
genotoxicos e anormalidades no desenvolvimento larval.

Estudos realizados por Nudi et al. (2007), revelaram uma capacidade peculiar
gue 0s caranguejos possuem para metabolizar algumas categorias de poluentes
organicos, apresentando um baixo fator de bioacumulacdo de HAPS, refletido na sua
facilidade de transforma-los em compostos polares, facilitando a excrecdo. Em
contrapartida, estudos realizados por Pinheiro e Toledo (2010), revelaram mutacdes
provocadas pela exposicdo a diferentes categorias de metais pesados na espécie de
caranguejo Ucides cordatus, demonstrando a sua capacidade de acumular compostos
inorganicos. Smalling et al. (2013), em trabalho realizado no estuéario do rio Santa
Maria (California — USA), constataram que a forte contaminacéo por pesticidas, esta
afetando direta e indiretamente as comunidades de peixes estuarinos e migratorios.
Os autores observaram que a exposi¢cao aos pesticidas esta reduzindo drasticamente
as comunidades de invertebrados (Ceriodaphnia dubia e Hyalella azteca) que servem
como recurso alimentar para espécies de salmonideos e peixes estuarinos, alterando
o comportamento de forrageamento desses animais. De forma direta, este estudo
verificou que a exposicdo das espécies de peixes a pesticidas, pode provocar o
rompimento de neurbnios sensoriais, podendo comprometer seu comportamento
reprodutivo, alimentar e de defesa.

Inimeros trabalhos demonstram que a exposicao das espécies estuarinas aos
compostos quimicos organicos e inorganicos, conduz esses animais aos mais
variados tipos de alteracBes que podem comprometer o0 sucesso reprodutivo e
consequentemente ameacar a rica biodiversidade encontrada neste ambiente (LIMA
et al., 2019; BLABER et al., 2022; NICE et al., 2022).

3.5 BIOMARCADORES GENETICOS
3.5.1 Teste do Microntcleo

O teste do micronucleo (MN) tornou-se um dos métodos mais utilizados para

avaliacdo de alteracBes cromossdmicas estruturais e numeéricas (FENECH, 2000). De
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modo geral, os micronucleos podem se originar de regibes cromossémicas
(cromossomos acéntricos, fragmentos cromatidicos produzidos por quebra
cromossOmica e cromossomos inteiros) que se atrasam ou migram irregularmente
durante a anéfase (Figura 5) devido a disturbios do fuso mitético (NORPPA E FALCK,
2003; PALANIKUMAR E PANNEERSELVAM, 2011). Os micronucleos sdo formados
no processo de divisdo celular e a sua expressdo pode ocorrer em diferentes
momentos apos o evento de danos no DNA, dependendo da cinética do ciclo celular
e 0 mecanismo de indugdo (BOLOGNESI E HAYASHI, 2011).

Figura 5 - Representacéo esquematica da formacao de microndcleos como consequéncia de
uma lesdo no material genético de uma célula em divisdo. (a) Origem de um micronicleo a
partir de um cromossomo inteiro; (b) formacdo de micronicleo a partir de uma quebra
cromossdmica

@ a) Perda anafasica

DUPLICAGAO DO DNA

Ny

b) Quebra cromossAmica

Fonte: Adaptada de MIRANDA, 2006.

Segundo Bolognesi e Hayashi (2011), em peixes, 0s micronucleos podem ser
visualizados em varios tipos celulares, embora o uso de eritrécitos do sangue
periférico (Figura 6), seja mais amplamente utilizado, pois evita a complexidade dos
procedimentos de preparacdo do material biol6gico e o sacrificio desses animais, além
da alta taxa de divisdo celular que esta linhagem possui, o que possibilita o rapido

acesso aos efeitos dos agentes genotoxicos.
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Figura 6 - Eritrécito micronucleado de peixe sinalizado pela seta vermelha
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Fonte: O autor (2019)

3.5.2 Ensaio Cometa

O ensaio cometa (eletroforese em gel de células individuais) € uma técnica que
permite a deteccdo de danos no DNA de células individualizadas (SPEIT E
ROTHFUSS, 2012), consistindo em uma metodologia amplamente utilizada no
biomonitoramento estratégico de agentes genotdoxicos (HARTMANN et al., 2003;
AZQUETA E COLLINS, 2013). A crescente utilizacdo dessa metodologia esta atrelada
as inumeras vantagens que possui, como pode-se citar: a simplicidade, o rapido
desempenho e alta sensibilidade para varios tipos de danos no DNA (SPEIT E
ROTHFUSS, 2012).

Através dos diferentes padrées de migracao em gel de eletroforese, € possivel
determinar os niveis de danificacdo do DNA (FAIRBAIRN et al., 1995). Em condi¢cdes
normais, a molécula de DNA encontrar-se fortemente compactada no interior do
nicleo das células dos organismos eucariontes, no entanto, possiveis danos
causados ao DNA acabam promovendo uma descompactacdo e ocasionalmente
podem ocorrer guebras na estrutura da molécula (ROJAS et al., 1999). Os fragmentos
gue resultam de tais quebras, acabam migrando de maneira diferenciada no gel em

lamina durante o procedimento de eletroforese. A célula onde o DNA nao se encontrar
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danificado, ter& seu nucleo preservado durante a migracdo e, portanto, mantera sua
forma circular (Figura 7) (OLIVE et al., 1990; COLLINS, 2004).

Figura 7 - Imagem de um nucleoide com DNA preservado apés corrida eletroforética

Fonte: O autor (2019)

Olive et al. (1990), afirmam que ocorrendo um dano muito intenso em uma
célula, muitos fragmentos de diversos tamanhos serdo formados e migrardo em

velocidades diferentes, formando-se, entéo, a figura tipica de um cometa (Figura 8).

Figura 8 - Imagem de um nuclebdide com nivel maximo de dano gendmico

Fonte: O autor (2019)
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Collins (2004), sugeriu que a avaliagdo de tais danos seja feita levando em
consideracao o raio do nucleo e a extensdo das caudas formadas pelo DNA que
migrou durante o procedimento da eletroforese, classificando-os em nivel 0 (zero) e

sequencialmente até nivel 4 (Figura 9), que representa a maior classe de dano.

Figura 9 - Imagens dos diferentes niveis de danos pelo EC

Fonte: O autor (2019)

3.5.3 Ensaio Cometa e Teste do Micronucleo: Uma comparacao

A aplicacdo de biomarcadores € uma abordagem de extrema importancia
guando investigamos a relacdo causal entre a exposi¢cao aos poluentes ambientais e
a observacao dos efeitos a longo prazo em individuos e populacdes (COTELLE E
FERARD, 1999).

Nas ultimas décadas tem ocorrido um aumento consideravel na utilizacdo de
métodos genéticos que permitem a obtencdo de diagndsticos e realizacdo de
monitoramento da qualidade ambiental (DE FLORA et al., 1991; ADAM et al., 2010;
AHMED et al., 2011; CASTRO et al., 2022). O ensaio cometa e o teste do micronucleo
sdo 0os métodos mais amplamente empregados para detectar lesées no DNA (SINGH
et al., 1988; FENECH, 2000). O impacto genotdxico de produtos quimicos sobre a
integridade do DNA celular é um dos primeiros eventos nos organismos expostos aos
contaminantes (WHITE E RASMUSSEN, 1998; ADAM et al., 2010; BENINCA et al.,
2011; SPONCHIADO et al.,, 2011). O dano cromossdmico manifestado apds a
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replicagcéo celular, representa um efeito acumulado, associado com a exposi¢cdo em
longo prazo (SIU et al., 2004).

Na verdade, enquanto o teste do micronucleo detecta danos irreparaveis,
através da formacao de nucleos secundarios (micronucleos), o ensaio cometa detecta
lesdes recentes que podem ser reparadas (COLLINS, 2004; PALANIKUMAR E
PANNEERSELVAM, 2011). De maneira geral, podemos dizer que o teste do
micronucleo detecta as macrolesdes (Figura 10).

Figura 10 - Imagem de uma macrolesédo no genoma, evidenciada pelo MN

Fonte: O autor (2020)

Enquanto o ensaio cometa detecta as microlesées no genoma (Figura 11)
(SIU et al., 2004).

Figura 11 - Imagem de microlesBes no genoma, evidenciadas pelo EC

Fonte: O autor (2020)
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Varios estudos tém sido realizados usando tanto o ensaio cometa quanto o
teste do micronucleo para avaliar o impacto genotoxico dos poluentes ambientais
(ADAM et al., 2010; MAI et al., 2012; PINHEIRO et al., 2013; MANZANO et al., 2015;
LIMA et al., 2019). Uma elevada concordancia entre os efeitos genotdxicos detectados
pelo ensaio cometa e teste do micronucleo, foi relatada por diferentes autores para
varios organismos (SPONCHIADO et al., 2011; BARSIENE et al., 2013; SARGSYAN
et al., 2019). Entretanto, em alguns casos a maior sensibilidade do ensaio cometa
torna possivel a essa técnica detectar danos ndo observados pelo teste do
micronucleo (ARALDI et al., 2015). Masuda et al. (2004), encontraram resultados
positivos para o ensaio cometa em eritrécitos de peixes injetados com dois corantes
mutagénicos, mas nao encontraram resultados positivos para microndcleos no mesmo
tipo de célula. Tais achados indicam que diferentes biomarcadores de genotoxicidade
possuem niveis de sensibilidade distintos e fornecem resultados que nem sempre sao
semelhantes.

Em geral, quando se leva em conta informac¢des complementares decorrentes
da utilizacdo dessas metodologias, sugere-se que ambas devem ser empregadas
simultaneamente, devido as suas capacidades distintas para detectar os diferentes
niveis de impacto genotéxico (MOUCHET et al., 2006; AHMED et al., 2011; ARALDI
et al., 2015; LIMA et al.,2019).

3.6 BIOMARCADORES ENZIMATICOS

3.6.1 Enzimas

As enzimas foram descobertas ainda no século XVIII através dos estudos de
digestdo de alimentos realizados pelo pesquisador Jons Jakob Berzelius. Ele notou
gue algumas substancias apresentavam a capacidade de acelerar as reacdes
guimicas. Nos dias atuais sabemos que essas substancias sdo as enzimas e elas
funcionam como catalizadores biol6égicos. Esses catalizadores aceleram a velocidade
da reacao, sendo a maioria de origem proteica, no entanto também existem enzimas
cujos precursores sdao moléculas de RNA (Ribozimas) (ASSIS et al., 2014).

As enzimas apresentam caracteristicas fundamentais como sua especificidade
e eficiéncia a ponto de catalisar reacdes com intensidade 100 milhdes de vezes mais

rapido do que uma reacdo sem enzima. Elas estdo sujeitas a controles celulares e
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podem ser classificadas em seis classes de acordo com a reacao por elas realizadas

(Tabela 1).

Tabela 1 - Classificacdo das enzimas de acordo com a reacdo por elas realizadas
CLASSES DE ENZIMAS

Classe 1 Oxirredutase Catalizam reag6es de oxirredugéo,
s transferindo elétrons, hidretos (H-) ou prétons
(H+)
Classe 2 Transferases Transferem grupos quimicos entre
moléculas
Classe 3 Hidrolases Utilizam a agua como receptor de

grupos funcionais de outras moléculas

Classe 4 Liases Formam ou destroem ligacfes duplas,
retirando ou adicionando grupos funcionais

Classe 5 Isomerases Transformam uma molécula em seu
isbBmero
Classe 6 Ligases Formam ligacdes quimicas por reacfes
de condensacao, consumindo energia ha
forma de ATP

Fonte: ORLANDELLI et al., 2012

3.6.2 Biomarcadores Neurotoxicos: Enzimas Colinesterases

Duas colinesterases distintas sdo encontradas nos organismos aquaticos
vertebrados e invertebrados, a acetilcolinesterase (AChE, EC 3.1.1.7) e a
butirilcolinesterase (BChE, EC 3.1.1.8). A AChE é uma enzima responsavel pela
hidrolise do neurotransmissor acetilcolina (ACh) presente nas fendas sinapticas
durante a transmissao colinérgica. Constituisse em uma hidrolase que predomina
principalmente nos eritrécitos, neurbnios, ganglios do sistema nervoso autbnomo e
placas motoras terminais. A AChE € uma enzima que apresenta trés ramificacoes,
ligadas por pontes dissulfeto, sendo fixada a membrana celular por colageno. Cada
ramificacdo é uma unidade enzimatica composta por quatro subunidades proteicas,
resultando desta forma, num total de 12 sitios ativos por enzima (Figura 12)
(PATRICK, 2009).

As subunidades cataliticas da AChE possuem aminoacidos que sao
fundamentais para sua atividade. Os residuos de histidina e serina sdo importantes
para a hidrélise da ACh. Existem também dois pontos essenciais para a interagéo do

neurotransmissor com a enzima. O primeiro € o sitio ibnico, onde ha uma interagédo
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entre a carga positiva do nitrogénio da ACh e a carga negativa produzida pelo residuo
de aspartato da AChE. O segundo é o sitio esteérico, onde o grupo éster da ACh faz
ligacao de hidrogénio com o residuo de tirosina da AChE (BERGMANN et al., 1950;
WILSON E BERGMANN, 1950). A hidrolise da ACh no sitio ativo da AChE depende
dos residuos de histidina, que funciona como um catalisador acido-base, e de serina,
gue age como um nucledfilo. Na verdade, a serina por si s € incapaz de hidrolisar um

éster, levando a histidina a exercer um papel importante na catélise.

Figura 12 - Desenho esquematico da AChE
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Ao promover a hidrdlise do neurotransmissor acetilcolina, ocorre a liberacdo de

acetato e colina nas sinapses colinérgicas como ilustrado na Figura 13.
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Figura 13 - Desenho esquematico de uma sinapse colinérgica

Terminal
Axonico

Vesicula
sinaptica

Colina Receptor
AN colinérgico
Acetato //
i

Célula

Acetilcolinesterase (AChE) Pés-sindptica

Fonte: Adaptado de ARAUJO, 2016

Desta forma, devido a sua funcao chave no controle da transmisséo sinaptica,
esta enzima se torna um dos alvos moleculares mais vulneraveis a acao de agentes
neurotoxicos (Figura 14) e por essa razao seu estudo constituisse em importante
instrumento dos programas de monitoramento ambiental, dada a sua sensibilidade
(ASSIS et al., 2014; ARAUJO et al., 2016).

Figura 14 - Sinapse colinérgica sem e com efeito de um agente neurotoxico
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Embora sejam evolutivamente semelhantes AChE e BuChE diferenciam-se
quanto a sua distribuicdo nos tecidos, as suas propriedades cinéticas e pela
especificidade para com os seus substratos. A AChE encontra-se mais
abundantemente no sistema nervoso central, nos musculos esqueléticos e na
membrana dos eritrécitos. Enquanto que a BuChE encontra-se, em sua maioria, no
plasma sanguineo sendo por este motivo conhecida também como colinesterase
plasmatica (MULLER et al., 2002). A BuChE também pode ser observada no figado,
neurdéglias, pancreas e paredes do tubo digestivo. Ela ndo tem sua funcao totalmente
elucidada e a auséncia de sua atividade foi relatada no cérebro de varias espécies de
peixes (PEZZEMENTI E CHATONNET, 2010; SILVA et al., 2013).

As enzimas colinesterases (ChEs; EC 3.1.1.x) sdo amplamente utilizadas no
biomonitoramento de ecossistemas aquaticos como biomarcadores da presenca de
metais pesados e um grupo especifico de pesticidas, tais como carbamatos e
organofosforados os quais geralmente apresentam uma baixa persisténcia a nivel
ambiental, especialmente quando comparados aos pesticidas organoclorados.
Entretanto, essas substancias agem inibindo a atividade enzimatica pela interacéo
com o sitio esterasico por fosforilagdo no caso dos organofosforado ou carbamilacéo
no caso dos carbamatos (Figura 15) (ASSIS et al., 2011, MATOS, 2012). No que se
refere aos metais pesados, a inibicdo ocorre por meio de ligacbes com grupamentos

tiois proteicos, alterando o estado de hidratacdo do sitio ativo (MARQUES et al., 2011).

Figura 15 - Inibicdo da AChE por organofosforado (OPs) e carbamato (CBs)

Fonte: HORNBERG et al., 2007; MATOS, 2012
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Os OPs se ligam covalentemente ao residuo catalitico Ser203, impedindo a
ligacédo do substrato e tendendo a irreversibilidade. Os CBs também se ligam ao sitio
ativo da enzima, entretanto, o grupo hidroxil do residuo de serina promove um ataque
nucleofilico ao grupo carbonil do CB, resultando em uma ligacdo que pode ser
hidrolisada.

A inibicdo uma vez iniciada tende a gerar quadros de intoxicagdo aguda ou
cronica, e dependendo do grau de exposi¢ao a substancia toxica, o individuo pode vir
a morrer, pela superestimulacdo de seu sistema nervoso ja que com a inibicdo da
AChE ocorre um acumulo de acetilcolina nas juncdes neoromusculares e nas
sinapses colinérgicas (VALBONESI et al., 2011; NUNES et al., 2014). Os sinais e
sintomas de intoxicagcdo por carbamatos sdo semelhantes a dos organofosforados
diferindo apenas na duracédo e na intensidade da toxicidade. Os efeitos moderados
dos carbamatos comparativamente aos organofosforados 22 devem-se ao fato de
inibirem de forma reversivel a acetilcolinesterase (hidrolise com regeneracdo da
enzima) e serem rapidamente metabolizados in vivo (JEBALI et al., 2013). A acéo
anticolinesterasica desses pesticidas ocasiona, concomitantemente, a inibicdo da
AChE do tecido nervoso central e periférico e as inibicdes da AChE eritrocitaria e da
BChE plasmatica (ASSIS et al., 2010).

Segundo dados da Food and Agriculture Organization (2007), uma inibicdo da
atividade colinesterasica a partir de 20% caracteriza a acdo de agentes anti-
colinesterasicos. Apos 50% de inibicao, sinais clinicos séo visualizados e ap6s 90%
de inibicdo, verifica-se a morte do organismo.

O estudo in vitro da atividade da acetilcolinesterase de varias espécies de
peixes tais como Colossoma macropomum, Cichla ocellaris, Prochilodus lineatus,
Parachromis managuensis, Arapaima gigas, Rachycentron canadum, Oreochromis
niloticus e Danio rerio tem sido proposto para serem utilizados na deteccao dos efeitos
fisiol6gicos deletérios causados por pesticidas e metais a estes organismos aquaticos
(MADUENHO E MARTINEZ, 2008; ASSIS et al., 2010; SILVA et al., 2013; DAI et al.,
2014; ASSIS et al., 2015; ARAUJO et al., 2016). Estes estudos tém confirmado os
peixes como uma fonte pratica e economicamente viavel de acetilcolinesterase,
capazes de tornar rotineiros os procedimentos de biomonitoramento de recursos
hidricos, uma vez que esta enzima esta disponivel de forma abundante principalmente
no cérebro, 6rgdo que € descartado juntamente com outras partes nao aproveitadas

do pescado.
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As ChEs sdo altamente polimoérficas tanto interespecifica quanto
intraespecificamente com alta variabilidade de formas, podendo apresentar-se como
monbémeros, dimeros ou tetrAmeros entre as diferentes espécies e diferentes tecidos
(Figura 16). Segundo Silman e Sussman (2005), o provavel motivo para a
acetilcolinesterase apresentar-se em uma série de formas moleculares em um mesmo
individuo seria o de atender aos diversos tipos de sinapses colinérgicas presentes no
tecido nervoso. Portanto torna-se imprescindivel caracterizad-la em condicbes de
normalidade nas diversas espécies (ASSIS et al., 2010, HOWCROFT et al., 2011,
NIGAM et al., 2012). A AChE existe em duas classes gerais de formas moleculares:
como oligbmeros homoméricos e como associacdes heteroméricas. Os oligbmeros
homomeéricos simples aparecem como mondmeros (G1), dimeros (G2) e tetrameros
(G4), dando origem assim as formas globulares. As associagbes heterdmericas

resultam nas formas assimétricas (A12)

Figura 16 - Isoformas da enzima AChE
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3.7 BIOMARCADORES HISTOLOGICOS

3.7.1 A utilizagdo da histologia como ferramenta de monitoramento ambiental
A histologia € uma ferramenta sensivel para se diagnosticar efeitos toxicos
diretos e indiretos que afetem tecidos animais. Por isso é considerada um excelente
método de avaliacdo de bioindicadores de impacto ambiental causado por agentes
toxicos sobre os animais constituintes de uma determinada fauna e, portanto, é
utilizada em analises do efeito de xenobidticos sobre bioindicadores (SCHWAIGER et
al., 1997; ALBINATI, 2009). No entanto, ndo é um método especifico de determinada
contaminacdo. Isoladamente, a histopatologia gera dados sobre lesées em niveis
teciduais ndo especificando a causa pontual da lesédo, ou seja, ndo diagnostica
contaminacdo, mas sim resposta bioldgica a agressédo, ao estresse. No entanto,
guando associados a outros métodos de analises, estudos histologicos podem auxiliar
na compreensdo profunda de determinadas situacdes. Para isso, a escolha dos
orgaos que serdo alvos de estudo é crucial para a relevancia dos dados obtidos.
Orgaos de contato direto com o0 agente toxicante, como as branquias e os 6rgéos de
metabolismo e excrecdo de xenobidticos — como o figado, podem indicar alteracbes

de acao toxica aguda ou cronica desses agentes em tecidos de peixes.

3.7.1.1 Branquias

As branquias refletem as condi¢cdes ambientais dos ecossistemas aquaticos
devido ao seu contato direto e permanente com 0s contaminantes na agua (BARISIC
et al.,, 2015). Esses o6rgaos fornecem uma ampla area superficial para o fluxo de
oxigénio, gas carbdnico, eletrélitos, &gua, amobnia e ions hidrogénio entre o sangue do
peixe e 0 meio externo (WINKALER et al., 2001), respondendo sensivelmente de
forma aguda a contaminantes ambientais, mesmo em baixas concentracoes
(MONTEIRO et al., 2008).

Castro et al. (2018) em um estudo realizado em duas areas do complexo
estuarino de Sdo Marcos no estado do Maranhao (MA) utilizaram possiveis alteracdes
nas branquias da espécie Sciades herzbergii para avaliar a saude ambiental da regido
gue abriga a segunda maior estrutura portudria para transporte de cargas do Brasil —
O porto de Itaqui. Os autores observaram que as alteragcdes branquiais foram mais

frequentes na regido portuaria quando comparadas com as observadas na area
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controle. Esses achados indicam que o0s peixes da regidao potencialmente
contaminada estdo apresentando respostas biologicas ao estresse local. Os dados
também apoiam outros resultados observados em regides estuarinas com
caracteristicas similares (SCHLACHER et al., 2007; MAURYA et al., 2019), indicando
qgue a branquia é um tecido alvo chave em estudos de monitoramento ambiental de
ecossistemas aquaticos. A Figura 17 esboca as caracteristicas das branquias em

condi¢cdes normais.

Figura 17 - Filamento branquial, corte transversal, H&E. 1) lamela primaria; 2) lamela
secundaria; 3) célula epitelial; 4) célula mucosa; 5) célula pilar; 6) limen capilar (lacuna); 7)
eritrocitos na luz do capilar; 8) célula de cloreto; 9) células basais

Fonte: YONKOS, 2000

3.7.1.2 Figado

O figado é o principal érgdo metabdlico dos peixes e desempenha um papel
importante na absorcdo, acumulacdo, biotransformacdo e excrecdo de elementos
toxicos (Pedlar et al., 2002).

As alteracbes do figado dos peixes tém sido amplamente utilizadas como
biomarcadores histopatolégicos (ANGGITASARI et al., 2019; RAJA et al.,, 2019;
MACEDO et al., 2020), por serem ferramentas eficazes na obtencéo de respostas
realistas quanto ao estado de toxicidade dos individuos expostos aos contaminantes.
Desta forma, tém sido realizados estudos, com grande relevancia, com base na

utilizacdo de biomarcadores para a avaliagdo do risco ambiental e da saude humana,
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tendo em conta os processos de bioacumulacdo de diversos contaminantes nas
cadeias tréficas (ALI E KHAN 2018; MILLER et al., 2020).

O figado é uma glandula digestiva composta por parénquima celular
(hepatdcitos) e por fibras que promovem sua sustentacdo. A superficie hepatica é
revestida por uma membrana serosa e o tecido conectivo dessa cdpsula penetra no
parénquima hepatico. Os hepatdcitos sao células uninucleadas com forma poligonal
gue possuem importantes funcdes metabdlicas. Também é possivel visualizar no
figado vascularizacdo de grande calibre, sinusoides (vasos sanguineos de pequeno
calibre), ductos biliares, tecido pancreatico e centro melanomacrofagico (HIBIYA,
1982). Os centros de melanomacréfagos sdo agrupamentos de mondcitos contendo
melanossomas entre os lisossomas, além de um acumulo de ceroides e lipofuscina.
A literatura sugere que esses melanossomas tém como fungéo a producéao de radicais
livres utilizados como bactericidas (ROBERTS, 1975).

As principais alteracdes observadas no figado de peixes dependem do tempo
de exposicao, da concentracao das substancias xenobioticas, do grau de toxicidade,
da interacdo entre contaminantes e das condic¢des fisiologicas dos individuos (RAJA
et al., 2019; MACEDO et al., 2020).

Azevedo et al. (2013) em estudo realizado nos estuarios de Santos/Séao Vicente
e Cananéia utilizando a espécie Cathorops spixi observaram que os padrbes de
alteracoes histolégicas mais comuns nas células hepaticas foram as respostas
inflamatorias, nucleo picnético e a necrose, revelando diferencas sazonais
significativas nos padrdes de alteracBes entre o inverno e o verao, sendo o periodo
chuvoso aquele associado aos maiores padroes de alteragbes em ambos 0s
estuarios.

Pinheiro-Sousa et al. (2021) avaliaram a saude ambiental de duas regides da
baia de Sdo Marcos — MA utilizando a espécie Sciades herzbergii como bioindicadora
das condi¢cdes ambientais. Os autores observaram que a area do complexo estuarino
mais associada a regido portuaria apresentou 0s maiores niveis de alteracbes
histolégicas no figado, indicando que os compostos intermediarios oriundos do
metabolismo de varios xenobidticos exercem efeito toxico nas células hepéaticas. O
estudo também revelou diferencas significativas nos padrbes de alteracdes
histopatolégicas entre os invernos de 2018 e 2019, indicando que as maiores

precipitacdes pluviométricas provocadas pelo fendmeno da la fiina no ano de 2018
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diluiram boa parte dos contaminantes e minimizaram os efeitos destes sobre a saude

ambiental e das espécies.

3.8 O TURISMO E AS AREAS DE PRESERVACAO AMBIENTAL NO LITORAL DE
PERNAMBUCO, PARAIBA E ALAGOAS

Seguindo as tendéncias mundiais de exploracgéo turistica das regides costeiras,
foi elaborado um plano de ac&o para o desenvolvimento do turismo no Nordeste do
pais. Na década de 1990, foram encomendados estudos ao Banco Nacional de
Desenvolvimento Econémico e Social (BNDS) com o objetivo de identificar atividades
econdmicas com potencial competitivo para a regido. A conclusdo desses estudos
indicou o turismo como atividade econdmica estratégica para a regido dada as
condicBes favoraveis, por apresentar recursos cénicos e culturais significativos, além
de mé&o-de-obra em abundancia e com custos relativamente baixos (CORDEIRO,
2007; SILVA, 2010).

No estado de Pernambuco, a instalagcdo desse plano resultou na criacdo do
Centro Turistico (CT) de Guadalupe, que teve como obijetivo a criacdo de uma regiao
de exploracao intensiva do turismo, por meio da concepcao de polos turisticos dotados
da infraestrutura necesséaria a implantacdo de megaprojetos hoteleiros e de lazer,
situados na porcéo litoranea Sul do estado de Pernambuco e Norte do estado de
Alagoas (SELVA, 2012).

Uma alternativa de minimizar os conflitos e impactos socioambientais
provocados pelos projetos de desenvolvimento turistico da regido, impulsionado com
a implantacdo do CT de Guadalupe, foi a criacdo pelo Governo do Estado de
Pernambuco da APA de Guadalupe (APAG), unidade de uso sustentavel, situada na
porcdo meridional do Litoral Sul do estado, abrangendo os municipios de Sirinhaém,
Rio Formoso, Tamandaré e Barreiros (Figura 18).

A APAG abrange areas continentais e marinhas, tem alta importancia biologica
e € considerada como area de conservacao prioritaria do estado, cujo os objetivos
principais sao proteger e conservar 0s sistemas naturais essenciais a biodiversidade,
especialmente os recursos hidricos, visando a melhoria da qualidade de vida da

populacgédo local, a protecdo dos ecossistemas e o desenvolvimento sustentavel.
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Figura 18 - Area de Preservacdo Ambiental de Guadalupe, litoral sul de Pernambuco
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Outra APA importante que abrange o litoral dos estados de Pernambuco e
Alagoas é a Costa dos Corais — APACC. Localiza-se no litoral sul de Pernambuco e
norte de Alagoas, entre os municipios de Tamandaré (PE) e Maceio (AL) (Figura 19)
constituindo-se na maior unidade de conservacdo federal costeira do Brasil.
Encontram-se entre os principais objetivos da APACC, a conservacao dos recifes de
corais; a protecdo dos manguezais em toda a sua extenséo; bem como, a preservacao
da populacdo de peixes-boi marinhos, mantendo a integridade do seu habitat
(ICMBIio/APACC, 2013).

Inserido nesta APA estdo os estuarios dos rios Tatuamunha e Formoso,
localizados nos municipios de Porto de Pedras — AL e Rio Formoso - PE,
respectivamente. A UC abrange uma area de mais de 413 mil hectares sendo
considerada um imenso bercario da vida marinha, com mais de 185 espécies de
peixes registradas e presenca de animais ameacados de extincdo como o peixe-boi
marinho, o mero e a tartaruga marinha (ICMBio, 2011; ICMBIio/APACC, 2013).
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Figura 19 - Area de Preservacido Ambiental Costa dos Corais, litoral sul de Pernambuco e
norte de Alagoas
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Podemos citar outra importante APA de regido costeira do nordeste brasileiro
presente no litoral norte da Paraiba, a barra do rio Mamanguape — PB que foi criada
pelo decreto n° 924 de 10/09/1993. Dentre os objetivos de criacdo desta Unidade de
Conservacdo de Uso Sustentavel, consta como principal a preservacdo da maior
populacéo existente de peixe-boi-marinho do Nordeste do Brasil. Grande parte de sua
area total esta inserida no municipio de Rio Tinto (ALVES E NISHIDA, 2003). E
constituida pelo estuario do rio Miriri, representando o limite litoraneo sul e os estuarios
dos rios Mamanguape e Estivas, representando o limite litorAneo Norte, constituindo
desta maneira a maior area preservada de mangue do estado da Paraiba (Figura 20).
Os nativos da area encontram-se distribuidos em 18 comunidades tradicionais no
interior da APA e em seu entorno. Essas comunidades compde as cooperativas,

associacoes e coldnias de pescadores artesanais (RODRIGUES et al., 2008).
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Figura 20 - Area de protecdo Ambiental da Barra do Rio Mamanguape, litoral norte da
Paraiba
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Fonte: Adaptado de COSTA et al., 2012

A atual gestdo da APA vé no ecoturismo e na implantacdo de um projeto de
hospedagens domiciliares uma alternativa sustentavel para melhorar a qualidade de
vida da comunidade local, entretanto, faz-se necessario uma capacitacdo da
comunidade para melhor compreender a pratica do ecoturismo (TEMOTEO et al.,
2018).
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Resumo

A ocupagcao das regides costeiras no Brasil ainda tem ocorrido de forma desordenada,
com vérias irregularidades quanto a utilizacdo dos recursos hidricos e bioldgicos. Na
regido nordeste, as grandes metropoles localizam-se préximas ao litoral, sendo as
atividades industriais, turisticas e agropecuarias as principais causadoras da
contaminagdo dos corpos d’agua, em especial o langcamento de efluentes sem
tratamento. Alguns métodos que avaliam o material genético dos organismos
expostos tém sido eficazes na indicacdo de condicdes ambientais adversas,
favorecendo préaticas de monitoramento que propiciam um panorama fidedigno da
gualidade ambiental. O presente estudo avaliou possiveis danos genéticos na tainha
(Mugil curema), um dos recursos pesqueiros mais consumidos e comercializados no
nordeste brasileiro, como ferramenta para o monitoramento da qualidade ambiental
dos principais sistemas estuarinos nessa regiao. Eritrocitos de M. curema foram
analisados para verificar a presenca de micronucleos (macrolesdes) e diferenciais em
corrida eletroforética de DNA (microlesdes). As comparacfes estatisticas entre os
dados do inverno/verao de 2019 e 2020 revelaram niveis de danos gendémicos (micro
e macrolesdes) consideravelmente maiores do que os encontrados no grupo controle
(p < 0,05), especialmente nos estuarios inseridos nas regides metropolitanas. Quando
comparados ao controle, os estuarios inseridos nas APAs apresentaram elevados
niveis de microlesbes, no entanto ndo diferiram estatisticamente quanto as
macrolesdes (p > 0,05). Tal evidéncia indica um elevado grau de degradacéo
ambiental dos sistemas estuarinos avaliados, sugerindo a necessidade de acles de

gerenciamento e mitigacao nessas areas.

Palavras-chave: Ensaio cometa. Macrolesdes. Microlesfes. MicronUcleo. Sistemas

estuarinos. Tainha.



75

INTRODUCAO

E comum que o desenvolvimento industrial e urbano estejam associados as
areas com recursos hidricos abundantes, o que tém elevado a introduc¢éo de diversos
compostos quimicos que sao prejudiciais a saude ambiental e da biodiversidade
aquatica. Tais impactos comprometem o equilibrio ecolégico e podem causar
prejuizos as comunidades ribeirinhas tradicionais, que dependem da pesca como seu
principal meio de subsisténcia (AMORIM, 2003; AZEVEDO et al., 2013; GHISI et al.,
2014) e podem ter sua saude afetada (ABESSA et al., 2008; PEREIRA et al., 2012).

Em nivel mundial, & confirmada uma tendéncia do homem se estabelecer
principalmente junto as areas costeiras, especialmente naquelas associadas a
grandes rios, sistemas estuarinos e proximos a sua interface com o mar. Isso se deve,
em grande parte, a necessidade de escoamento da producéo agropecuéaria e industrial
a partir de portos que se estabelecem nessas areas. A costa sudoeste de Taiwan, por
exemplo, abriga cerca de 8 milhdes de pessoas, onde estudos recentes revelam
efeitos adversos na qualidade hidrica, causados por contaminantes advindos da
descarga de efluentes domeésticos e industriais (JIANG et al., 2014). Tal situacéo se
repete em regides costeiras de outros paises da Asia, Europa e Américas
(HERNANDEZ-TERRONES et al., 2015; SPITERI et al., 2015; WANG et al., 2016).

No Brasil, grande parte das regides metropolitanas com elevado adensamento
humano estdo associados a sistemas estuarinos, fato que caracteriza as principais
capitais da regido do Nordeste do pais (IBGE, 2020). Tal elevada densidade
demografica tem potencializado a descarga de efluentes, promovendo reducdo da
gualidade dos recursos hidricos proximos a estas areas (BARLETTA E COSTA, 2009;
SOUZA et al., 2013). Como exemplos estdo os estados de Pernambuco, Paraiba e
Alagoas, que totalizam 56 municipios costeiros, distribuidos numa faixa litoranea de
549 Km, onde vivem a metade da populacdo desses estados (IBGE, 2020). Essa
expressiva agregacao humana certamente acompanha o nivel de perturbacéo
imposta aos estuarios dessa regido, uma vez que todos 0s contaminantes produzidos
séo liberados nos rios ou diretamente no oceano.

Os sistemas estuarinos séo relevantes hotspots de diversidade bioldgica, uma
vez que grande parte das espécies de moluscos, crustaceos e peixes ali permanecem
durante parte ou todo seu ciclo vital neste ecossistema. Estes organismos estao

sujeitos a diversos contaminantes, entre eles os metais, hidrocarbonetos policiclicos
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aromaticos (PAHS), bifenilos policlorados (PCBs) e pesticidas (p. ex., carbamatos e
organofosforados), que tém sido amplamente liberados em sistemas estuarinos
(BIANCHI et al., 2011; PINHEIRO et al., 2013; MACIEL et al., 2015; MANZANO et al.,
2015). Tais compostos podem promover conhecida propriedade genotdxica a esses
organismos, ocasionando danos ao seu material genético (DE FLORA et al., 1991;
TSANGARIS et al., 2011; PINHEIRO et al., 2013), o que evidencia a relevancia de
estudos de monitoramento para este fim. Assim, a avaliacdo da salde ambiental
possibilita favorecer a conservacao da biodiversidade local, fato que vem sendo
efetuado com o uso de biomarcadores que quantifiquem danos genéticos causados
pelos contaminantes ja citados (OHE et al., 2004; ADAM et al., 2010; BOLOGNESI E
HAYASHI, 2011; GUSSO-CHOUERI et al. , 2015; CATANHEDE et al., 2016). Neste
sentido, o estabelecimento de programas de monitoramento e diagnostico da
qualidade ambiental sdo ferramentas imprescindiveis para este fim (BENINCA et al.,
2011; PEREIRA et al., 2012; AZEVEDO et al., 2013; PINHEIRO et al., 2013).

Métodos rapidos e precisos tém sido eficientes nestes diagnosticos, como € o
caso do Ensaio Cometa (EC), que detecta quebras na molécula de DNA (SINGH et
al.,, 1988) e a quantificacdo de células com micronucleos (MN), os quais sao
indicadores sensiveis a danos cromossémicos (BOLOGNESI E HAYASHI, 2011).
Estes métodos ja provaram sua eficacia quando aplicados em diferentes organismos
aquaticos, como peixes (ADAM et al.,, 2010; RAGUGNETTI et al., 2011;
SPONCHIADO et al., 2011; BARSIENE et al., 2013; LIMA et al., 2019), crustaceos
(PINHEIRO et al., 2013) e moluscos (ROCHA et al., 2014).

Espécies de tainhas (género Mugil) sdo eximias sentinelas ja empregadas em
diagnosticos de saude de ambientes costeiros (HAUZER-DAVIS et al., 2016), tendo
em vista frequentarem os sistemas estuarinos, incluindo fazendo incursdes nos
bosques de manguezal por ocasido das marés altas. Em geral os mugilideos
representam boa parte do pescado consumido mundo afora, com sua pesca artesanal
constituindo uma das principais atividades desenvolvidas pelas comunidades
ribeirinhas no Nordeste do Brasil (ARAUJO E SILVA, 2013). Em especial, M. curema
€ um dos recursos pesqueiros mais consumidos pelas comunidades brasileiras
(ISAAC et al., 2006), seja como alimento ou para a geracéo de renda, totalizando mais
de 18 mil toneladas de pescado ao ano (PESCA, 2011). Além disso, espécimes < 16
cm de comprimento total tém sido capturados para servirem como isca para outras
pescarias (DITTY E SHAW, 1996; IBANEZ E GUTIERREZ-BENITEZ, 2004).
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Considerando a expressiva perturbacdo dos ambientes aquéticos costeiros, a
importancia pesqueira de M. curema e seu potencial como sentinela para diagnosticos
ambientais, o presente estudo avaliou a ocorréncia de possiveis danos gendmicos
com vistas a quantificacdo da perturbacdo antropogénica em sistemas estuarinos do

Nordeste do Brasil.

MATERIAIS E METODOS

Area de estudo e local da amostragem

Foram amostrados 214 espécimes de M. curema, durante dois ciclos climaticos
consecutivos (2019 e 2020), em duas estacbes climaticas (verdo e inverno),
considerando seis sistemas estuarinos localizados em trés estados da Regidao

Nordeste do Brasil (Paraiba, PB; Pernambuco, PE e Alagoas, AL) (Figura 1).

Figura 1 — Mapa da costa brasileira, indicando a localiza¢c&o dos estuarios avaliados e
a regido controle.
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A selecdo dos estuarios foi estabelecida segundo diferentes niveis de
conservacao, utilizando dados de monitoramentos sistematicos de qualidade da agua

nas bacias hidrogréficas que formam cada sistema estuarino (vide Resolugéo
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CONAMA n° 357/2005 - CONAMA, 2012), realizadas pela Superintendéncia do Meio
Ambiente da Paraiba (SUDEMA), pela Agéncia Estadual do Meio Ambiente de
Pernambuco (CPRH) e pelo Instituto do Meio Ambiente de Alagoas (IMA). Assim, cada
estado foi representado por dois sistemas estuarinos, sendo um deles em area
metropolitana (maior adensamento humano, antropizacdo e menor qualidade de
agua) e outro dentro de uma unidade de conservacao federal, que visa manter a
protecao da qualidade ambiental e da biodiversidade local (SNUC - Lei n® 9.985/2000
— veja Brasil, 2000 e MATTAR et al. 2018).

Os sistemas estuarinos metropolitanos foram representados por Rio Paraiba
(PAR), Rio Capibaribe (CAP) e Complexo Estuarino-Lagunar Mundad (MUN),
enquanto os demais estdo nas Areas de Protecdo Ambiental (APAs) do Rio
Mamanguape (MAM), na APA da Barra do Mamanguape; Rio Formoso (FOR), nas
APAs de Guadalupe / Costa dos Corais; e Rio Tatuamunha (TAT), na APA da Costa
dos Corais. Exemplares de M. curema também foram capturados no estuario do Rio
Una (JUR - Estacdo Ecologica da Juréia-Itatins), uma area de protecdo ambiental do
Estado de Séao Paulo, Regidao Sudeste do Brasil, os quais foram analisados e utilizados

para fins comparativos, conforme realizado previamente por Lima et al. (2019).

Métodos analiticos

Teste do Micronucleo (MN)

O teste do micronucleo compreende a confeccao de esfregacos a partir do sangue
periférico de cada espécime amostrado. As laminas foram coradas com Giemsa (7,5%),
durante cinco minutos a 25 °C. Os eritrocitos foram analisados sob microscopia, com
objetiva de imersdo (100X), sob aumento total de 1.000X. A validacao dos micronucleos,
para que tais células pudessem ser contabilizadas, foi efetuada a partir de sua
morfologia (redonda), tamanho (microntcleo < 1/3 do nucleo celular) e coloracdo

(arroxeada, igual a do nucleo celular). O numero total de eritrécitos analisados foi
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padronizado em 3.000 células por amostra e os dados representados em ndmero de

células micronucleadas/1.000 analisadas (MN/1.000).

Ensaio Cometa (EC)

O ensaio cometa, foi efetuado a partir de amostras de sangue retiradas através
da veia caudal de cada peixe, utilizando seringas heparinizadas. Uma amostra de 10
microlitros de cada espécime foi misturada a 120 microlitros de agarose de baixo ponto
de fuséo (0,5%). A suspenséao foi espalhada em laminas previamente revestidas com
agarose padrédo (1,5%). Em seguida, as laminas foram acondicionadas em porta-
lamina onde foi adicionada a solucéo de lise (NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, 1% Triton
x-100, 10% DMSO, pH 10), previamente refrigerada (4°C), e mantidas no escuro por
uma hora em refrigerador. Apos a lise celular, as laminas foram colocadas na cuba de
eletroforese, adicionando tampéao (TBE, Tris Boro EDTA 1X), onde permaneceram por
20 minutos, para permitir a desnaturacédo do DNA. A eletroforese foi entdo realizada a
25V e 300 mA, por 25 minutos. Terminado o procedimento, as laminas foram fixadas
em etanol absoluto e coradas com solucdo de Gel Red (1:100). Um total de 100
nucleos por espécime foi analisado sob microscopia de epifluorescéncia, sendo
classificados visualmente com base na migracéo de fragmentos de DNA, definidos em
cinco classes que variam de 0 a 4, de acordo com o tamanho da cauda formada pelo
DNA danificado, a partir de cada nucleo.

As andlises dos dados foram realizadas utilizando dois parametros distintos: a)
indice de danos (ID), resultante da multiplicacdo do nimero de cometas de cada
classe pelo digito que denomina essa classe (0, 1, 2, 3 e 4); e b) frequéncia de danos
(FD), correspondente ao percentual do total de cometas (CO) (classes 1 a 4), em

relacédo ao total de células avaliadas.

Anélises Estatisticas

Os dados obtidos para cada parametro em anélise (MN e CO) foram previamente
submetidos a um teste de homogeneidade das variancias (B, teste de Bartlett) e de
normalidade da distribuicdo (W, teste de Shapiro-Wilk). Os parametros que
apresentarem normalidade e homogeneidade poderdo ter suas médias para cada

estuario confrontadas por ANOVA "a posteriori" de Tukey ou, em caso de né&o
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confirmacéo, as medianas para cada local serdo confrontadas pelo teste de Kruskal-
Wallis “a posteriori” de Nemenyi (ZAR, 1999).

Em todos os casos foi estabelecido o nivel de significaAncia de 5%, com as
andlises estatisticas realizadas utilizando scripts estatisticos compativeis a plataforma
R 4.1.2 para Windows 64 bits (R CORE TEAM, 2020), seguindo as indicacdes

estatisticas recomendadas por Sokal and Rohlf (2003).

RESULTADOS

A quantidade de células micronucleadas (MN) observadas nos exemplares de
M. curema nos sistemas estuarinos onde foram amostrados variaram de 35 (Rio
Mamanguape, no verao 2019) a 201 (Rio Capibaribe, no verdo 2019), enquanto as
meédias por estuario foram de 4,3 a 20,1 MN/1.000, respectivamente. Todos os
parametros avaliados apresentaram distribuicdo normal e homocedasticidade de
variancias, indicando a aplicacdo de ANOVA como teste paramétrico comparativo.

As analises dos eritrécitos revelaram diferencas significativas na quantidade de
MNs entre o grupo controle, JUR (média + desvio padrdo: 6,2 + 5,0) e os trés estuarios
inseridos em regides metropolitanas desses estados brasileiros — CAP, PE (20,1 +
6,57 € 19,3 + 4,0); PAR, PB (18 £ 5,0 e 13,1 + 2,85) e MUN, AL (195+5,6 e 15,2 £+
4,44) avaliados para a estacdo seca (verdo) de 2019 e 2020 respectivamente
(ANOVA, p < 0.05; Figuras 2 e 3). O mesmo ocorreu durante a estacdo chuvosa
(inverno) de 2019 e 2020 - PAR, PB (14,88 + 3,72 e 11,4 + 2,5) MUN, AL (13,62 + 4,1
e 15,3 + 4,69) (ANOVA, p < 0.05; Figuras 2 e 3) com excecdo de CAP, PE no inverno
de 2019 que néo apresentou diferenca estatistica do controle (ANOVA, p > 0.05;
Figura 2), diferindo apenas no inverno de 2020 (11 + 3,43) (ANOVA, p < 0.05; Figura
3). Para os outros trés estuarios (MAM, PB; FOR, PE e TAT, AL), inseridos em areas
de preservacdo ambiental (APAs) desses estados brasileiros, apresentaram
resultados ndo contrastantes aos do grupo controle, independentemente da estacao

climatica e do ano amostral (ANOVA, p > 0.05; Figuras 2 e 3).
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Figura 2 — Grafico das médias de células micronucleadas - MNs observadas em M. curema
nos estuarios avaliados no verao e inverno de 2019 comparadas ao grupo controle (Juréia-
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Figura 3 — Gréafico das médias de células micronucleadas - MNs observadas em M. curema
nos estuarios avaliados no verao e inverno de 2020 comparadas ao grupo controle (Juréia-
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O ID diferiu estatisticamente entre o grupo controle e 0s seis sistemas estuarinos

estudados independentemente da estacdo climatica ou ano amostral (ANOVA, p <
0.05; Figuras 4 e 5).

Figura 4 — Grafico com as médias de indices de danos - IDs observadas em M. curema nos

estuarios avaliados no verao e inverno de 2019 comparadas ao grupo controle (Juréia)
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Figura 5 — Gréafico com as médias de indices de danos - IDs observadas em M. curema nos

estudrios avaliados no verao e inverno de 2020 comparadas ao grupo controle (Juréia)
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Nos estuarios associados as regides metropolitanas (PAR, CAP e MUN), a
Frequéncia de Danos (FD) ocorreu em 100% dos nucledides analisados, com
similaridade estatistica entre eles, independentemente da estacéo climatica ou ano de
coleta (p > 0,05). No entanto, nos estuarios associados as unidades de conservacao
(MAM, FOR e TAT), foram observadas redugdes no percentual das FDs, mas ainda
bem acima da média observada para a regido controle (Juréia-ltatins: 7,67 + 4,18)
(Figuras 6 e 7). Em todos os casos, a Juréia-Itatins contrastou estatisticamente de
todos os estuérios avaliados, independente da estagéo climatica e ano amostral (p <
0,05).

Figura 6 — Grafico com as médias das frequéncias de danos - FDs observadas em M.
curema nos estudrios avaliados no verao e inverno de 2019 comparadas ao grupo controle
(Juréia)
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Figura 7 — Grafico com as médias das frequéncias de danos - FDs observadas em M.
curema nos estudrios avaliados no veréo e inverno de 2020 comparadas ao grupo controle
(Juréia)
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DISCUSSAO

A elevada variacdo numérica dos hemacitos micronucleados (MN) e de cometas
(CO), bem com das médias registradas nos espécimes analisados, em relacdo ao
grupo controle, sugerem que M. curema apresenta estado critico de conservag¢ao nos
estuarios estudados, confirmando seu uso como excelente sentinela em sistemas
estuarinos. Tais resultados confirmam a suspeicdo de alto grau de perturbacédo nos
estuarios associados a areas metropolitanas, com expressiva malha urbana e
demografia explicando incremento nas atividades antropicas nessas regides costeiras
do Nordeste do Brasil. Esses resultados assemelham-se aos de Markich (2020), na
Australia, que efetuou estudo comparativo entre um estuério altamente urbanizado
(Estuério de Sidney) e outro inserido em area de preservagdo ambiental (Estuario de

Hawkesbury), utilizando o molusco bivalve Xenostrobus securis como espécie
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bioindicadora. Os estudos sobre dano genémico em espécies de areas costeiras,
guando parcial ou totalmente livres de adensamento humano, tém mostrado danos
gendmicos normalmente menos intensos do que em areas com maior densidade
demogréfica humana (PINHEIRO et al., 2013; GUSSO-CHOUERI et al.,, 2015;
CATANHEDE et al., 2016; DUARTE et al., 2016; GUSSO-CHOUERI et al., 2016; LIMA
et al., 2019; MARKICK, 2020). No presente estudo, a &rea com menor prevaléncia de
macro e microlesées (MN e CO, respectivamente) foi a area controle utilizada neste
estudo (Area de Protecdo Ambiental Juréia-ltatins), fato previamente indicado por
Pinheiro et al. (2013) e confirmado por Lima et al. (2019), reforcando se tratar de uma
area livre de perturbacbes antrépicas (VIDE DUARTE et al.,, 2016). O uso de
biomarcadores de DNA vem sendo sugerido com uma classe importante de
parametros acerca da qualidade de ambientes marinhos (DAVIES E VETHAAK,
2012). Os resultados obtidos reforgam tal fato e confirmam dados de monitoramento
da qualidade da agua realizados periodicamente pelos 6érgdos ambientais dos estados
de Pernambuco (CPRH, 2020), Paraiba (SUDEMA, 2020) e Alagoas (IMA, 2020), com
indicacao, pelos diferentes padrées de dano genémico, as areas de menor ou maior
preservacao ambiental.

As microlesdes gendmicas (CO) sugerem que mesmo 0S sistemas estuarinos
associados as areas de preservacao ambiental nos estados da Paraiba, Pernambuco
e Alagoas, ja vém sofrendo efeito negativo pelas a¢cdes humanas, em especial pelas
atividades turistica e canavieira. O turismo vem sendo indicado como uma das a¢des
humanas mais perturbadoras sobre os ecossistemas marinhos da costa Nordeste do
Brasil (SARMENTO E SANTOS, 2012; SANTOS et al., 2015), inclusive pelo aumento
da descarga de esgoto ndo tratado nos ecossistemas costeiros. As perturbacdes
ambientais advindas do acumulo de esgoto nos ambientes costeiros vém sendo
documentadas no Atlantico Sul e demonstram séria gravidade e preocupacao na
conservacao destes ambientes (BERBEL et al., 2015). O cultivo da cana-de-acucar
também tem sido responsavel por este impacto, ocorrendo no entorno de inUmeros
estuarios da regido nordeste do Brasil, envolvendo o uso de herbicidas que podem
afetar o desenvolvimento ontogenético e atividades bioquimicas (PROCOPIO et al.,
2014), com comprovada toxicidade e dano gendmico para diferentes organismos
(FRANCO-BERNARDES et al., 2014; MOURA E JONSSON, 2016). Os dados de dano
genbmico observados em M. curema assemelham-se aqueles encontrados em outras

espécies de regifes similares mundo afora, como os mexilhdes Mytilus edulis e
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Xenostrobus securis da costa sudoeste da Inglaterra e da costa sudeste da Australia,
estudados por Dallas et al. (2013) e Markich, (2020), respectivamente; e do peixe
Mugil cephalus em estuarios do litoral de Portugal (CARROLA et al. 2014). O conjunto
destas argumentacdes reforca o grande impacto que M. curema vem sofrendo nos
ambientes aqui estudados, além de oferecer evidéncia do grau de deterioracdo do

ecossistema estuarino.

O presente estudo registrou uma tendéncia de elevacao das macrolestes (MN)
para M. curema durante as estacfes secas (verdo) nos estuarios metropolitanos e
mais impactados antropicamente (Capibaribe, PE; Paraiba, PB; e Mundau, AL), em
relacéo a estacao chuvosa (inverno), indicando que o maior aporte de agua minimiza
os efeitos de macrolesdes no genoma da espécie. O inverso ocorreu em estuarios
inseridos dentro de unidades de conservacdo (Formoso, PE; e Mamanguape, PB),
com elevacgao das macrolesdes (MN) durante a estacao chuvosa (inverno) em relacéo
a seca (verao). Esses achados revelam que na estacdo chuvosa o maior aporte hidrico
nos estuarios menos impactados acaba trazendo poluentes de outras regides. Na
Ultima década, a implantacéo de polos industriais e a elevada atividade turistica em
regides costeiras tém promovido modificacfes nas caracteristicas fisico-quimicas dos
estuarios, reduzindo a qualidade da agua pela descarga continua de efluentes
industriais e sanitarios néo tratados (GALINDO E MOREIRA, 2009; BENINCA et al.,
2011; SHARIF et al., 2014; BERBEL et al., 2015; AMARAL et al., 2021). Este padréo
também foi confirmado no litoral nordeste brasileiro, em especial em areas associadas
aos grandes centros urbanos de regides metropolitanas, onde tem sido registrado
niveis de poluicdo acima daqueles que caracterizam ambientes saudaveis (MACIEL
et al., 2015; LIMA et al., 2019; FALCAO et al., 2020). O impacto de tais alteracdes
ambientais é revelado em estudos diagnésticos e de monitoramento em varias regides
costeiras do mundo, apresentando padrbes similares aos obtidos nos sistemas
estuarinos do nordeste brasileiro (BARSIENE et al., 2013; MARKICH, 2020; AMARAL
et al., 2021).

As microlesdes (CO) registradas para M. curema nos seis estuarios nordestinos
avaliados também séo efeito da polui¢cdo costeira no litoral, com um indice de danos
(ID) em padrdo idéntico ao verificado para as macrolesées (MN) sobretudo nos
estuarios metropolitanos. O simples confronto do quantitativo e das médias de CO

analisados por estuario, com o de outras localidades ao redor do mundo revelam um



87

padrao similar entre os dados obtidos por diferentes autores (LEE E STEINERT, 2003;
RANK et al., 2005). Isso sugere que a mudanca da qualidade natural desses
ambientes altera a integridade do material genético das espécies que frequentam
estas areas, ameacando sua sobrevivéncia e, por consequéncia, levando a perdas
econbmicas e ecoldgicas irreparaveis (ARALDI et al., 2015; LIMA et al.,, 2019;
AMARAL et al., 2021).

Em outras regides que apresentam areas estuarinas densamente povoadas
(MERHAHI et al., 2021; DE SOUZA et al., 2022; SCHWEIZEr et al., 2022), os
problemas de contaminacdo ja registrados sdo similares aos da costa nordeste
brasileira, fato confirmado pelo padrdo de danos gendmicos e efeito da sazonalidade
(ARSLAN et al., 2015; FLOEHR et al., 2015).

E importante salientar que micro e macrolesdes decorrem de diferentes tipos de
perturbadores ambientais, que podem estar presentes no ambiente em periodos
distintos ou ao logo do ano (LIMA et al, 2019), podendo atuar isolada ou
sinergicamente.

Com base na associacado dos dados de macro e microlesdes ao DNA de M.
curema, o ordenamento hierarquico das médias de MN e CO gerou a seguinte
sequéncia decrescente de contaminacdo nos sistemas estuarinos em estudo:
Capibaribe > Mundau > Paraiba > Formoso > Tatuamunha > Mamanguape > Juréia-
Itatins (grupo controle).

Outro aspecto importante € que ndo foram constatadas alteracdes significativas
nos padrdes de danos gendmicos entre os anos de 2019 e 2020, mesmo com as
restricdes impostas pela pandemia da COVID-19. Mesmo considerando reducdo das
atividades industriais e turisticas neste biénio, os efeitos ndo repercutiram para
reducdo dos danos genotdxicos na espécie avaliada. Tal aspecto contrasta com o0s
resultados obtidos em outros estudos em regides estuarinas ao redor do mundo,
durante o ano de 2020, que confirmaram que a reducéo das atividades antropicas
repercutiu em melhor qualidade das aguas superficiais desses estuarios durante a
pandemia (p. ex., Estuario do Rio Ganga, na india - CHAKRABORTY et al., 2021).
Neste sentido, € relevante citar que a espécie objeto do presente estudo ndo se limita
ao espectro das aguas superficiais, explorando, sobretudo, as regiées mais profundas
da coluna d"agua. Além disso, todos os estuarios das regides metropolitanas (PAR-

PB, CAP-PE e MUN-AL) recebem influéncia das atividades portuarias dessas regioes,
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potencializando, assim, a pressdo antrépica local, como ja documentado em regides
similares do nordeste do Brasil (ALMEIDA et al., 2021).

Os atuais padrdes de ocupacdo das areas costeiras no mundo revelam a
necessidade de um monitoramento constante dos recursos naturais, visando proteger
a biodiversidade existente e 0s recursos naturais dos quais dependem para sobreviver
(HONG et al., 2012; DALLAS et al., 2013; CARROLA et al., 2014; AMARAL et al.,
2021). Nesse sentido, os resultados obtidos contribuem ao direcionamento mais
racional e colaborativo de medidas pré-conservacionistas, para reducdo da
deterioracdo dos ecossistemas e, por consequéncia, da deplecdo génicas das
espécies que neles vivem. Sendo assim, estes resultados ainda contribuem para a
conservacdo de M. curema e dos sistemas de estuarios avaliados, a medida que
fornece subsidios que permitem um monitoramento da atual situacdo ambiental. Além
disso, tais resultados possibilitam sugerir as areas que devem ser consideradas

prioritarias para a tomada de medidas conservacionistas.
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CONCLUSOES

Todos os seis estuarios avaliados apresentaram niveis alarmantes de impacto
ambiental, seja por macro, micro ou ambos niveis de dano genémico em relagédo ao
estuario controle, permitindo sua ordenacdo por contaminacdo, conforme segue:
Capibaribe > Mundau > Paraiba > Formoso > Tatuamunha > Mamanguape.

Os estuarios associados aos rios em Areas de Preservacdo Ambiental
(Mamanguape, Formoso e Tatuamunha) apresentaram resultados similares aos do
grupo controle, quando foram avaliadas as macrolesées (MN), independentemente da
estacao climatica (verao e inverno).

O estuario do Capibaribe apresentou uma menor média de genotoxicidade (MN)
no periodo chuvoso, indicando que o maior aporte de agua no estuario reduziu a
expressao das macrolesdes no genoma da espécie.

Mugil curema apresenta micro e macrolesées nos seis estuarios estudados,
causadas pelo elevado grau de perturbacdo, em especial nos manguezais
metropolitanos, devido a maior contaminacdo na qualidade das aguas, requerendo
medidas mitigadoras para restaurar o equilibrio e qualidade dos sistemas estuarinos.

A qualidade ambiental dos sistemas estuarinos encontra-se em perigo, bem
como M. curema, que tem apresentado deplecdo génica, com prejuizos a pesca
artesanal, a qualidade do pescado e saude daqueles que se alimentam destes
animais.

O diagnostico de degradacédo dos sistemas estuarinos avaliados contribui para
um melhor direcionamento das medidas reparadoras pelos érgdos ambientais, em
especial naqgueles de regides metropolitanas, onde a degradacdo ambiental, em

média, foi 70 % superior a de estuarios dentro de unidades de conservacao.
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Resumo

Os estuérios sao regifes que apresentam caracteristicas que atraem o
estabelecimento e desenvolvimento de grandes centros urbanos em seu entorno,
devido a facilidade de capcéo de 4gua doce e a possibilidade de implantacéo de areas
portuarias, movimentando o comércio de mercadorias entre o Brasil e outras regides
do mundo. No nordeste do Brasil também existe uma forte pressdo antropica das

plantagcbes de cana-de-agcUcar associadas ao uso de pesticidas. Devido as
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caracteristicas que essas regides apresentam, se faz necessario um constante
monitoramento das condicbes ambientais, principalmente dos ecossistemas
aquaticos, que sao o destino final de boa parte de todos os residuos gerados pelas
atividades humanas. O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade da enzima
acetilcolinesterase (AChE) na espécie Mugil curema (tainha) de seis sistemas
estuarinos do nordeste brasileiro, caracterizar parametros cinéticos e fisico-quimicos
da AChE cerebral de M. curema, bem como verificar o efeito in vitro de agrotéxicos e
ions metélicos sobre sua atividade, a fim de ampliar as possibilidades de aplicacédo
desta enzima em programas de biomonitoramento aquatico. Os parametros cinéticos
velocidade maxima (Vmax) e a constante de Michaelis-Menten (Km) indicaram que o
substrato mais eficientemente hidrolisado é o da AChE, comprovando a
predominancia desta ChEs no tecido cerebral da espécie. O inibidor especifico da
BChE (Iso-OMPA) néo apresentou ICso. Em contrapartida, quando exposta ao inibidor
BW284c51 (inibidor especifico da AChE) observou-se uma ICsp na concentracéo de
34, 6 pug/ml do inibidor, confirmando que a ChE predominante no cérebro de M. curema
€ a AChE. Os dados também revelam que a temperatura 6tima de atividade da enzima
foi de 40°C e o pH otimo foi de 7,5. Dentre os ions metalicos avaliados o Cu?*
apresentou a menor concentracao capaz de inibir 50% da atividade da AChE, seguido
pelo Hg?* e pelo As?*. O Zn?" ndo apresentou valores inibitérios significativos. Ao
avaliarmos o poder inibitério de alguns pesticidas observamos que a AChE também
apresenta alta sensibilidade para alguns pesticidas organofosforados (OPs) e
carbamatos (CBs). Os resultados das atividades da AChE, evidenciaram a presenca
de compostos anti-colinesterasicos nos sistemas de estuarios avaliados, uma vez que
foram observadas uma diminuicdo significativa da atividade especifica da AChE, na
maioria dos estuarios, quando comparados ao estuario do Rio Tinto/Mamanguape —
PB que consistiu no mais preservado entre todos os estuarios avaliados. A analise
comparativa entre os pontos de amostragem nas diferentes estacdes de 2019 e 2020
revelam algumas diferencas significativas (p<0,05). Os dados aqui apresentados
apontam para a urgéncia no direcionamento de medidas que visem reduzir a pressao
antropica nos estuarios avaliados e indicam que as areas de preservacao associadas

aos estuarios do presente estudo necessitam de um melhor gerenciamento.

Palavras - Chave: Atividade Enziméatica. Biomarcador. Monitoramento Ambiental.

Tainha.
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INTRODUCAO

Uma grande variedade de indicadores ambientais foi desenvolvida para
detectar e avaliar a exposicdo a contaminantes em niveis subletais. Esses
biomarcadores sdo amplamente utilizados em programas de monitoramento (HYNE E
MAHER, 2003; WANG et al., 2005; BONACCI et al., 2007; DE LA TORRE et al., 2007,
KOPECKA E PEMPKOWIAK, 2008).

As colinesterases (ChEs) sdo um grupo de enzimas com alta afinidade para
esteres de colina e sao representadas pela acetilcolinesterase (AChE, EC 3.1.1.7) e
butirilcolinesterase (BChE, EC 3.1.1.8). O primeiro hidrolisa o neurotransmissor
acetilcolina nas sinapses colinérgicas e nas juncdes neuromusculares, desobstruindo
as respectivas fendas e evitando a superestimulacdo dos receptores. O segundo
apresenta uma ampla gama de ligantes com substrato desconhecido e € comumente
considerada uma enzima detoxificante, além de estar envolvida no metabolismo da
grelina (cokugras, 2003; COUSIN et al., 2005; BRIMIJOIN et al., 2016). A maior
eficiéncia catalitica dessas enzimas para hidrolisar ésteres de colina e sua alta
reatividade para varios inibidores sdo determinadas pela arquitetura funcional
especifica de seu sitio ativo.

Apbs a proibicdo da maioria dos compostos organoclorados devido a sua alta
persisténcia no meio ambiente, o uso de carbamatos e organofosforados se
intensificou; eles sédo atualmente os pesticidas mais usados no mundo. Estima-se que
esses dois tipos de agrotéxicos representem mais de 50% de todos os agrotoxicos
comercializados. Eles sdo conhecidos por terem uma ag¢ao neurotoxica (inibitoria)
sobre a atividade da acetilcolinesterase, que € uma enzima chave na regulacdo da
transmissao sinaptica (SOUZA et al., 2018). A AChE promove a hidrélise do
neurotransmissor, acetilcolina, para garantir impulsos nervosos intermitentes (que
caracterizam a comunicacdo neuronal) enquanto evita a sindrome colinérgica aguda

gue pode resultar se este neurotransmissor se acumular nas terminacées nervosas
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do sistema nervoso central e periférico (KARCZMAR, 1998; KELLAR, 2006). Essa
enzima € o principal alvo molecular da acédo neurotdxica dos citados agrotoxicos e por
esse motivo tem sido amplamente estudada e proposta para uso em programas de
biomonitoramento, dada sua sensibilidade e disponibilidade abundante no cérebro de
diversos organismos, incluindo peixes (GHAZALA et al., 2014; ARAUJO et al., 2016).
Além disso, poluentes inorganicos, como metais pesados, também sédo descritos na
literatura como inibidores da AChE (SILVA et al., 2013; DAI et al., 2014; ASSIS et al.,
2015; SOUZA et al., 2018). Os metais pesados ndo sdo biodegradaveis e, portanto,
tendem a se bioacumular nos organismos, onde manifestam sua toxicidade (NUNES
et al., 2014).

Devido aos efeitos deletérios causados por esses poluentes em espécies nao-
alvo, a medicao da atividade da acetilcolinesterase cerebral (AChE) em peixes é um
método diagnostico amplamente aceito, ou seja, um biomarcador, para estimar a
exposicdo dos peixes a agentes anti-AChE no ambiente aquatico. Porém, a
caracterizacdo e o conhecimento prévio de suas propriedades enzimaticas séo
necessarios, uma vez que a AChE é uma enzima polimorfica que pode se apresentar
em uma série de formas moleculares, tanto inter quanto intraespecificamente.
Segundo Pezzementi e Chatonnet (2010), varias espécies de peixes ndo expressam
a outra colinesterase (ChE), a butirilcolinesterase (BChE) no cérebro e algumas delas
nao a expressam em nenhum tecido. Outra colinesterase, a PChE, € uma enzima
controversa e nao totalmente aceita na literatura (a PChE ndo possui o numero EC).
As enzimas mais proximas de ser uma PChE real sédo Drosophila AChE (GNAGEY et
al.,, 1987) e alguns moluscos ChEs (TALESA et al., 1990). Assis et al. (2014)
observaram atividade ChE atipica no cérebro de Colossoma macropomum. Este
historico de literatura justifica a caracterizacdo dessas enzimas em cada espécie e
sua suscetibilidade a contaminantes.

Mugil curema é uma espécie de peixe que habita os ambientes costeiros,
possui ampla distribuicdo mundial e é relatada na literatura como excelente sentinela
ambiental (LIMA et al., 2019). E uma espécie de grande importancia comercial no
nordeste do Brasil, onde é utilizada como alimento por grande parte das populacdes
ribeirinhas. As caracteristicas genéticas dessa espécie ja sdo descritas na literatura,
mas as propriedades bioguimicas ainda ndo sdo conhecidas. Nesse contexto, 0
objetivo deste estudo foi avaliar a atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) na

espécie M. curema (tainha) de seis sistemas estuarinos do nordeste brasileiro,
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caracterizar parametros cinéticos e fisico-quimicos da AChE cerebral de M. curema,
bem como verificar o efeito in vitro de agrotoxicos e ions metalicos sobre sua atividade,
a fim de ampliar as possibilidades de aplicacdo desta enzima em programas de

biomonitoramento aquatico.

MATERIAIS E METODOS

Areas de estudo

Foram selecionados seis estuarios distribuidos entre os estados de Alagoas,
Paraiba e Pernambuco (Figura 1). Trés destes, inseridos nas regibes metropolitanas
das capitais dos respectivos estados, sendo em Alagoas o complexo estuarino lagunar
Mundau, na Paraiba o sistema estuarino do Rio Paraiba e em Pernambuco o sistema
estuarino do Rio Capibaribe. Os outros trés estuarios inseridos em Areas de Protec¢&o
Ambiental (APAs) de seus respectivos estados, sendo em Alagoas o estuario do Rio
Tatuamunha inserido na APA Costa dos Corais, na Paraiba o estuario do Rio
Tinto/Mamanguape inserido na APA da Barra do Mamanguape e em Pernambuco o
estuario do Rio Formoso inserido nas APAs de Guadalupe e Costa dos Corais (Figura
1).

Figura 1 - Mapa do litoral brasileiro evidenciando a localiza¢do dos estuarios ao longo dos
estados da Paraiba (1 e 2), Pernambuco (3 e 4) e Alagoas (5 e 6). Os simbolos indicam as
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areas de protecdo ambiental e as regides metropolitanas
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Fonte: O autor (2022)

Amostragem e obtencado do extrato bruto

Foram amostrados 214 espécimes de M. curema nos seis estuarios dos
estados de Alagoas, Paraiba e Pernambuco, nordeste do Brasil, no verdo e inverno
(2019/2020). ApoGs a morte, os cérebros dos peixes foram removidos e os tecidos
homogeneizados em tampé&o Tris-HCI 0,5 mol/L, pH 8,0, mantendo uma razéo de 20
mg de tecido por ml de tampao, utilizando um disruptor de tecidos Potter-Elvehjem
(IKA RW-20 digital). Os homogenatos foram centrifugados durante 10 min a 10.000 x
g (4° C) e os sobrenadantes (extratos brutos) foram congelados a -20°C (Assis et al.,
2014).

Atividade enzimatica e determinacao protéica
A atividade enzimatica foi realizada da seguinte forma: DTNB 0,25 mM (200 pL)

preparado em tampé&o HCI Tris 0,5 M pH 7,4 foi adicionado ao extrato bruto (20 pL).

A reacéo foi iniciada pela adicdo de 62 mM de acetiltiocolina (20 pL) (Assis et al.,
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2010; Silva et al.,, 2013; Araujo et al.,, 2016). A atividade foi determinada em
quadruplicata por espectrofotometria (Bio-Rad xMark™) seguindo a absorbancia a 405
nm durante 180 s, onde a reacao exibiu um padrdo de cinética de primeira ordem.
Uma unidade de atividade (U) foi definida como a quantidade de enzima capaz de
converter 1 umol de substrato por minuto. Preparou-se, de modo semelhante, um
ensaio em branco. Neste ensaio, o tampao Tris-HCl a 0,5 mol/L, pH 8,0, substituiu a
amostra de extrato bruto. O teor de proteina foi estimado de acordo com Sedmak and
Grossberg (1977), utilizando albumina de soro bovino como padrao.

Parametros Cinéticos

A constante de Michaelis-Menten (km) e a taxa catalitica maxima (Vmax)
relacionada a interacdo entre a enzima e 0s substratos em estudo foram estimados
pelo aumento das concentracdes de cada substrato (ASCh, BSCh e PSCh de 0,8 a

20,8 mM concentracéo final).

Determinacao do pH e temperatura 6tima

Os ensaios foram realizados utilizando solu¢cdes de DTNB numa faixa de pH de
2,5 a 9,5 utilizando os tampdes citrato-HCI (2,5 a 4,5), fosfato de citrato (4,0 a 7,5),
Tris-HCI (7,2 a 9,0). A hidrdlise ndo enzimatica do substrato (ocorrida principalmente
em pH basico) foi corrigida por subtracdo dos valores dos brancos nos respectivos
pHs. A temperatura 6tima foi estabelecida por ensaio da atividade da enzima exposta
a temperaturas numa faixa de 5 a 80 °C durante 15 min com posterior adicdo do DTNB
e leitura a 405 nm 180 s (Silva et al., 2013).

Ensaios de inibicéo

Para identificar quais colinesterases estdo presentes no cérebro de M. curema,
0 extrato bruto foi exposto aos inibidores seletivos do dibrometo de 1,5-bis (4-
alildimetilamoniofenil) pentan-3-ona (BW284c51, inibidor de AChE), tetraisopropil

fosforamida (Iso-OMPA, inibidor de BChE), brometo de neostigmina e eserina
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(inibidores da colinesterases totais) durante 1 h em concentrac¢des variando de 0,001
a 10 mM. O ensaio foi realizado em quadruplicada de acordo com Silva et al. (2013)
e Araujo et al. (2016), incubando 10 yL de extrato bruto com 10 pL de inibidor em uma
microplaca de 96 pogos. Em seguida, foram adicionados 200 yL de DTNB 0,25 mM e
a reagao comecgou apos a adicao de 20 uL de acetiltiocolina 62 mM. A absorbancia foi
analisada a 405 nm durante 180 s e a atividade residual foi determinada utilizando a
auséncia de inibidor (10 uL de extrato bruto com 10 uL de agua destilada) como 100%
de atividade.

A inibicdo da AChE foi determinada utilizando quatro pesticidas, sendo eles:
Diclorvos, Temefos, Carbaril e Carbofuran. Os inseticidas foram dissolvidos em DMSO
e depois diluidos em agua destilada, em cinco concentracdes finais que variam de 10
a 0,001 mmol/L, sendo cada concentracdo subsequente 10 vezes mais diluida que a
anterior. As solucdes de pesticidas (10 uL) foram incubadas com extrato bruto (10 pL)
durante 1 h, e a atividade residual (%) foi determinada como anteriormente descrito
(para os inibidores seletivos) utilizando a auséncia de pesticida como 100 % de
atividade (ASSIS et al., 2010; ARAUJO et al., 2016).

AChE foi exposta a quatro ions (Zn?*, Hg?*, Cu?* e As*?) durante 40 min
(BOCQUENE et al., 1990) usando diluicbes iguais as utilizadas para os testes de
inibicdo por pesticidas (10 a 0,001 mmol/L). A atividade enzimatica foi realizada de
acordo com o descrito acima para inibidores e pesticidas e a atividade residual foi
determinada utilizando a auséncia de inibidor como 100%.

As concentracdes capazes de inibir em 50% a atividade enzimatica (ICso) foi

estimada para cada inibidor (pesticidas, ions metélicos e inibidores especificos)..

RESULTADOS

Os parametros cinéticos velocidade maxima (Vmax) e constante de Michaelis-
Menten (Km) foram analisados utilizando os substratos ASCh, BSCh e PSCh. O Vmax,
relativo a hidrolise de ASCh, é relatado como estando em uma faixa semelhante a de
outras espécies (Tabela 1). O valor Km foi comparado ao de varias espécies na Tabela
1. O substrato ASCh foi mais eficientemente hidrolisado por AChE de M. curema do
que os substratos de BSCh e PSCh.

Tabela 1 - Parametros cinéticos da AChE de varias espécies de peixes
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. Vmax (U/mg o
Espeécies Km (mM) i Referéncia
proteina)
Mugil curema 0.69 0.201 Trabalho atual
(ASCh) A
Mugil curema 1.84 0.0825 Trabalho atual
(BSCh) B
Mugil curema 3.51 0.0712 Trabalho atual
(PSCh) P
Parachromis 0.587 + 0.95 0.529 + 0.98 Aratjo et al., 2016
managuensis
Cichla ocellaris 0.769 £ 0.27 0.189 £ 0.04 Silva et al., 2013
Oreochromis 0.39+0.20 0.218 + 0.007 Assis et al., 2012
niloticus
Oreochromis 0.10 +0.03 0.229 +0.014 Rodriguez-Fuentes e
niloticus Gold-Bouchot, 2004
Pleuronectes 1.69 £ 0.26 0.482 + 0.034 Rodriguez-Fuentes et al.,
vetulus 2008
Pleuronychtis 0.30 £ 0.07° 0.524 + 0.0322 Rodriguez-Fuentes et al.,
verticalis 0.23 + 0.06° 0.120 + 0.08° 2008
Colossoma 0.43+0.02 0.129 £ 0.05 Assis et al., 2010
macropomum
Arapaima gigas 0.42 £ 0.09 0.116 + 0.002 Assis et al., 2012
Electrophorus 0.45+0.11 67.82 £ 1.98° Assis et al., 2012
electricus® 0.08+0.1 52.29+6.6
Rachycentron 0.43+0.14 0.243 £ 0.02 Assis et al., 2012

canadum
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A analise comparativa dos dados representados na Tabela 1, revela que AChE
apresentou a maior velocidade de hidrolise do substrato, Vmax = 201 mU/mg
comparativamente com BChE cuja Vmax foi igual a 82,5 mU/mg e com PChE que
apresentou uma Vmax de 71,2 mU/mg. Quando avalia-se os valores da constante de
Michaelis-Menten (km) observa-se que AChE teve o menor valor, indicando sua maior
afinidade e revelando que AChE € a colinesterase predominante no cérebro de M.
curema.

A AChE cerebral de M. curema no presente estudo apresentou uma
temperatura 6tima de 40°C e a desnaturacéo total da enzima s6 foi observada quando
a temperatura chegou proxima aos 80 °C (Figura 2a). O pH étimo para atividade da
AChE de M. curema foi de 7,5 (Figura 2b).

Figura 2 - Efeitos da temperatura (a) e do pH (b) sobre a atividade da AChE presente no
cérebro de M. curema
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Fonte: O autor (2022)

A atividade ChE do cérebro da espécie M. curema apresentou uma forte
reducéo na presenca do inibidor especifico BW284c51 o que confirma a presenca de
AChE nesse tecido (Tabela 2). Outras inibi¢cdes intensas também foram observadas
na presenca dos inibidores de ChEs totais, Eserina e Neostigmina (Tabela 2).
Entretanto, a presenca do inibidor Iso-OMPA (Tabela 2) ndo apresentou grande poder
de inibicdo, comprovando que a atividade enzimatica em questdo pode ser atribuida
a AChE.

O Zn?* foi o Unico fon que ndo apresentou inibicdo significativa (p>0,05) da
AChE, para a espécie M. curema dentro da faixa de concentracéo avaliada (0 — 10
mmol/L) (Tabela 2).

O Hg?* foi capaz de inibir em 50% a atividade de AChE ao atingir uma
concentracdo de 16,1 umol/L apresentando uma taxa de inibicéo significativa (p<0,05)
dentro da faixa de concentracéo avaliada (0 — 10 mmol/L) (Tabela 2). O Cu?* foi capaz
de inibir em 50% a atividade de AChE com uma concentracdo de 2,59 pumol/L, ja o
As?* s6 conseguiu atingir essa taxa de inibicdo com uma concentracéo de 54,5 pmol/L
(Tabela 2).

Quando avaliada a taxa inibitéria de alguns pesticidas da categoria dos
organofosforados (OPs) e dos carbamatos (CBs) observou-se que o organofosforado

Diclorvos apresentou o menor valor de ICso entre todos os pesticidas com efeito
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inibitério dentro da faixa de concentragéo avaliada (0 — 10 mmol/L) com 1,7 pmol/L
(Tabela 2). Outro OP avaliado foi 0 Temefos, no entanto 0 mesmo ndo promoveu a
reducdo em 50% da atividade da AChE (ICso) ha espécie M.curema nas faixas de
concentragOes avaliadas (Tabela 2). O valor observado da concentracéo do pesticida
CB Carbaril onde ocorreu 50% de inibicado da atividade da AChE foi: 6,5 pmol/L e para

o outro CB Carbofuran, esse valor foi de 225,0 umol/L (Tabela 2).

Tabela 2 — Valores das concentracdes capazes de inibir em 50% a atividade
enzimética (ICsp) para cada um dos compostos testados

Compostos 1Cso

Inibidores especificos BwW284c51 34,6
Iso-OMPA

Inibidores totais Eserina 0,92
Neostigmina 1,28
Zn%* 2134

fons metélicos Hg?* 16,1
Cu? 2,59

As?* 54,5

Diclorvos 1,7

Pesticidas
Organofosforados

Temefos -

Carbaril 6,5

Pesticidas Carbamatos

Carbofuran 225,0

Fonte: O autor (2022)

Quando comparadas as atividades especificas de AChE em M. curema nos
estuarios de Pernambuco em 2019, observa-se que no inverno o Capibaribe diverge

estatisticamente (p < 0,05) dos dados do verao do proprio Capibaribe e do Formoso
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(Figura 3a). Ao analisarmos as atividades especificas de AChE em M. curema dos
mesmos estuarios, porém em 2020, verificamos uma diferenca estatistica (p < 0,05)
das atividades do verdo de ambos estuarios em relagdo ao inverno (Figura 3b).
Comparando os dados de 2019 (Figura 3a) e 2020 (Figura 3b) observa-se que a
atividade especifica de AChE aumentou significativamente entre os verdes, tanto no
Capibaribe quanto no Formoso, a medida que ao compararmos os dados do inverno
ndo encontramos diferencas entre as atividades dos respectivos estuarios em 2020.

Os dados de atividade observados nos estuéarios de Alagoas revelam que o Rio
Tatuamunha na estacao chuvosa diverge estatisticamente dele na estacdo seca e do
Mundal em ambas as esta¢des no ano de 2019 (p < 0,05) (Figura 3a). Quando
analisamos os dados de 2020 (Figura 3b) observamos diferenca estatistica entre as
atividades especificas de AChE em ambas as estacdes (Seca/Chuvosa) dos dois
estuarios (Mundad/Tatuamunha). Ao compararmos os dados de 2019 e 2020
constatamos uma tendéncia de maior atividade de AChE no verdo em relacdo ao
inverno de ambos os ciclos climaticos.

Nos estuarios da Paraiba as atividades especificas de AChE nao divergiram
estatisticamente no verdo de 2019 (p > 0,05), no entanto, apresentaram diferencas
significativas no inverno do respectivo ano (p < 0,05) (Figura 3a). No verao de 2020 a
atividade especifica de AChE em Cabedelo (Rio Paraiba) diverge estatisticamente (p
< 0,05) da atividade verificada para o inverno do préprio estuario e no verao e inverno
do Rio Tinto/Mamanguape (Figura 3b). Ao compararmos as atividades de ambos
ciclos climéaticos, identificamos um aumento nas atividades de AChE entre o verdo de
2019 e 2020.

Os resultados revelam que os estuarios de Pernambuco no verdo de 2019
divergiram estatisticamente de todos os demais estuarios (p < 0,05), seja na estacao
seca ou na chuvosa do respectivo ano (Figura 3a). Capibaribe e Formoso
apresentaram 0s menores niveis de atividade da enzima ao passo que Rio
Tinto/Mamanguape demonstrou as melhores atividades. Quando analisamos 0s
resultados de 2020 (Figura 3b) constatamos que no respectivo ano 0s estuarios de
Pernambuco divergiram estatisticamente de todos os demais estuarios durante a
estacdo chuvosa. Cabedelo na estagédo seca apresentou a maior atividade especifica

de AChE entre todos os estuérios (Figura 3b).
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Figura 3 - Atividades especificas da AChE do cérebro de M. curema dos estuarios da
Paraiba, Pernambuco e Alagoas no Veréao e Inverno de 2019 (a) e 2020 (b)

a)

Atividade especifica M. corema(mUimyg proteina

b)
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Fonte: O autor (2022)
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Observando os valores dos parametros cinéticos Km assim como da taxa

méaxima de hidrélise Vmax a colinesterase extraida do cérebro de M. curema

expressou uma maior afinidade pelo substrato ASCh quando comparada com a

afinidade pela BSCh e PSCh (Tabela 1) onde observamos um menor Km e uma maior
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Vmax para o substrato acetilcolina, indicando uma melhor eficiéncia na hidrolise do
respectivo substrato e evidenciando a maior presenca de AChE entre as ChEs do
tecido cerebral da espécie. Quando avaliada a exposicdo aos inibidores especificos,
as variac6es de 0 — 10 mmol/L de concentracdo do Iso-OMPA (inibidor especifico de
BChE) ndo foram capazes de inibir 50% da atividade enziméatica. Em contrapartida,
guando exposta ao inibidor BW284c51 (inibidor especifico da AChE) observa-se um
ICs0 com uma concentracdo de 34, 6 ug/ml confirmando que a ChE predominante no
cérebro de M. curema €& a AChE. Outros estudos utilizando espécies de peixes
estuarinos e marinhos apresentam dados similares aos observados para M. curema
guanto a atividade de BChE em tecido cerebral (LOPES et al.,, 2019; VIEIRA E
NUNES, 2021) alguns revelam uma maior atividade desta enzima no plasma e em
tecidos hepaticos (PARRINO et al.,, 2020; OLIVARES E ESPINOSA, 2021). Os
inibidores de colinesterases totais (Neostigmina e Eserina) ratificam a presenca de
atividade colinesterasica no cérebro de M. curema.

A AChE de M. curema atingiu sua atividade maxima a uma temperatura de
40°C, temperatura considerada normal para um peixe de regifes tropicais em
comparagdo com outras espécies (ARAUJO et al., 2016; LOPES et al., 2019). Ao
atingir os 60°C a atividade de AChE reduziu em 50% comparada a temperatura 6tima
(40°C) e a inibicdo total da atividade ocorreu quando a temperatura chegou préxima
aos 80°C. Alguns estudos relatam uma inibicdo total da atividade de AChE do cérebro
de espécies de peixes ao atingir 60°C (ASSIS et al., 2012; LOPES et al., 2019)
revelando que M. curema apresenta uma melhor tolerancia a variacdes de
temperatura que promovam inibicdo das atividades colinesterasicas no tecido
cerebral.

O pH em que a espécie apresentou atividade maxima foi de 7,5. Este valor
assemelhasse aos observados para varias espécies de peixes que vivem ou transitam
pelos ambientes estuarinos (ASSIS et al., 2011; LOPES et al., 2019). E possivel notar
gue em pH entre as faixas de 7,0 a 8,0 a atividade de AChE foi superior a 80% da
atividade o6tima. Isso revela que de forma similar a temperatura, o pH também
apresenta uma excelente amplitude para atividades da AChE em M. curema
alinhando-se com resultados observados por outros autores em espécies de peixes
(MONTEIRO et al., 2005; AHMAD et al., 2016; LOPES et al., 2019). A excelente
resisténcia da AChE de M. curema diante das variacdes do pH e da temperatura

comprovam a importancia da utilizacdo da espécie como sentinela em estudos de
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biomonitoramento de ambientes com elevados niveis de flutuacdo destes parametros
COmo oS estuarios.

Alguns ions metélicos podem inibir a atividade da AChE como ja relatado por
varios trabalhos na literatura (ASSIS et al., 2012; ARAUJO et al., 2018; LOPES et al.,
2019; SANTOS et al, 2022). Em nosso estudo o Cu?' apresentou a menor
concentragéo capaz de inibir 50% da atividade de AChE ICs, = 2,59 pmol/L revelando
ser entre os ions testados o de maior poder inibitério. Araujo et al. (2016) em trabalho
realizado com a espécie P. managuensis revelam padrées semelhantes do poder
inibitorio do Cu?* ao expor a enzima ao respectivo ion. O Hg?* inibiu 100% da atividade
de AChE ao atingir a concentracdo de 0,1 mmol/L apresentando um ICs, = 16,1
umol/L. InibicGes ocasionadas por baixas concentracdes de Hg?* foram reportadas em
trabalho realizado por Nordin et al. (2021) onde a AChE cerebral da espécie Diodon
hystrix (Peixe espinho) foi inibida em 50% quando exposta a baixas concentragdes do
fon. O As?* apresentou um ICs, = 64,6 umol/L e apesar de ndo apresentar o mesmo
poder inibitério dos ions Cu?* e Hg?* também foi capaz de inibir em 50% a atividade
da AChE em baixas concentra¢cdes. Resultados similares foram observados por Assis
et al. (2015) que constataram poder inibitério em baixas concentracdes do As?* para
as espeécies O. niloticus, C. macropomum, E. electricus e R. canadum e n&o
observaram poder inibitério acima de 50% para a espécie A. gigas. Dentre os ions
avaliados o Zn?* foi o Unico a ndo apresentar valores inibitorios significativos. Tais
resultados assemelham-se aos observados por Santos et al. (2022) em trabalho
realizado com a espécie de mexilhdo Mytella charruana que dentre os ions metalicos
avaliados teve o0 Zn?* com o menor poder inibitério da AChE. Dos quatro ions cujos
efeitos sobre a AChE de M. curema foram investigados, trés tiveram efeito inibitorio
em ordem decrescente: Cu?* > Hg?* > As?*. A sensibilidade de M. curema na resposta
aos fons Cu?*, Hg?* e As?* reforca a importancia da AChE como biomarcador dos
respectivos ions e a capacidade da espécie como excelente bioindicadora das
condi¢cBes ambientais.

A AChE também apresenta alta sensibilidade para alguns pesticidas
organofosforados (OPs) e carbamatos (CBs) (ALBENDIN et al., 2016). O Diclorvos
representa o composto mais volatil entre os OPs e apresentou a maior afinidade e
poder inibitério contra a atividade da AChE de M. curema, comum ICs, = 1,7 umol/L.
O Temefos foi outro OP avaliado, no entanto ndo apresentou valores de ICs, dentro

das faixas de concentracdes testadas (0 — 10 mmol/L). Quando analisamos os CBs
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observamos que o Carbaril apresentou maior poder inibitério ICs, = 6,5 pmol/L
guando comparado ao Carbofuran ICy, = 225,0 umol/L. Tais achados expdem a
importancia de utlizagdo da AChE como biomarcador de exposicdo a tais
contaminantes, principalmente nas regiées que recebem aporte dessas substancias
(ASSIS et al., 2012; SEVERO et al., 2020; MARINS et al., 2021).

A AChE apresenta uma atividade que quando inibida promove grave
comprometimento fisiolégico das espécies de ambientes marinhos e estuarinos
(VIEIRA et al.,2009; DUARTE et al., 2019; MENA et al., 2022). Tal inibicao é indicativa
de poluicdo ambiental provocada por agentes neurotoxicos (ARAUJO et al., 2018;
DUARTE et al., 2019). Alguns trabalhos sugerem a quantificacdo da atividade da
AChE como a melhor maneira de indicar a contaminacdo ambiental por pesticidas
OPs e CBs (SEVERO et al., 2020; MARINS et al., 2021; MENA et al., 2022).

Quando avaliada a atividade da AChE de M. curema dos seis sistemas
estuarinos nos dois anos (2019 e 2020) e nos dois ciclos climaticos (Inverno e Veréo)
observamos que o0s estuarios de Pernambuco (CAP e FOR) divergem
estatisticamente de todos os demais estuarios quando analisamos os dados relativos
ao verdo de 2019 e inverno de 2020. E consolidado na literatura que o estuario do Rio
Capibaribe sofre forte pressdo antropica advinda das mais diversas atividades
humanas que acontecem no seu entorno (REGIS et al., 2018; LIMA et al., 2019;
PARDAL et al.,, 2019 ). No entanto, Rio Formoso aparece em alguns estudos de
diagnéstico ambiental com sendo area pouco impactada (LIMA et al., 2019; FALCAO
et al., 2020). Nesse sentido, os resultados aqui revelados indicam que Rio Formoso
vem gradativamente perdendo o status de &rea preservada e que as Areas de
Protecdo Ambiental (APAs) de Guadalupe e Costa dos Corais tem sido pouco efetivas
na preservacao da espécie objeto de estudo, pelos baixos niveis quantificados de
atividade da AChE no tecido cerebral de M.curema. O estuario do Rio
Tinto/Mamanguape e o do Rio Paraiba (Cabedelo) apresentaram as melhores
atividades da AChE no inverno de 2019 e verdo de 2020. No entanto, alguns trabalhos
retratam a forte pressao antrépica que estes estuarios sofrem, como os realizados por
Pereira et al. (2020) que analisaram a bioacumulacdo de metais nos tecidos de varias
espécies de peixes e invertebrados do estuario do Rio Mamanguape, identificando
concentragbes acima dos limites estabelecidos pela legislagdo para consumo
humano, inclusive na espécie M. curema. Quando comparamos o0s resultados de 2019

e 2020 também observamos que entre as estacfes secas dos respectivos anos ha
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um aumento nitido das atividades especificas da AChE em 2020. Tal evidéncia sugere
que a reducéo das atividades antrépicas devido ao lockdown imposto pela pandemia
da covid-19 melhorou as condi¢cdes ambientais dos estuarios avaliados. Alguns
trabalhos retratam melhorias das condicdes ambientais de ecossistemas aquaticos
apos o isolamento social (EDWARD et al., 2021; MALLIK et al., 2022). De maneira
oposta, ao analisarmos os dados da estacdo chuvosa observamos baixos niveis de
atividade da AChE mesmo no ano pandémico de 2020. Tal evidéncia pode ser
explicada pela suspensao de contaminantes depositados nos sedimentos com o maior
aporte de agua nos estuéarios devido a estacdo chuvosa e como M. curema possuli
alimentacdo majoritariamente detritivora (VOLLRATH et al., 2021), alimentando-se de
elevadas quantidades de matéria organica sedimentar, esse maior contato acaba
evidenciando mudancas significativas do marcador enzimatico.

Os dados de atividades da AChE aqui apresentados reforcam a urgéncia de
um melhor gerenciamento ambiental das areas estudadas, afim de tonar as APAs de
fato efetivas na preservacao da biodiversidade local e de buscar solucdes para as

areas historicamente degradadas.
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CONCLUSOES

e A cinética de hidrélise dos substratos e os inibidores especificos comprovaram a

maior prevaléncia da AChE entre as ChEs presentes no cérebro de M. curema;

e A temperatura de melhor atividade da enzima foi 40°C, reduzindo a atividade em
50% (ICs0) ao atingir os 60°C e tendo 100% das suas atividades inibidas apenas
guando a temperatura chegou préxima aos 80°C. Revelando a excelente
amplitude térmica de atividade da enzima, caracteristica fundamental para utiliza-

la como biomarcadora de contaminantes ambientais;

e O pH d6timo foi de 7,5 e assemelhasse ao de outras espécies de peixes estuarinos;

e Entre os pesticidas o organofosforado Diclorvos apresentou a maior afinidade e

poder inibitério contra a atividade da AChE de M. curema;

e Dos quatro ions cujos efeitos sobre a AChE de M. curema foram investigados, trés

tiveram efeito inibitério em ordem decrescente: Cu?* > Hg?* > As?*

e Os dados de atividade especifica da AChE em M. curema sugerem que 0S
estuarios de Pernambuco encontram-se mais impactados quando comparados

aos de Alagoas e Paraiba;
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e O estuario com as melhores taxas de atividade enzimatica foi o do Rio
Tinto/Mamanguape no inverno de 2019 e no Rio Paraiba (CAB) no veréo de 2020;

e Os dados de atividade da AChE observados nos estuarios inseridos nas APAs
comparados aos estuarios das regides metropolitanas ndo sdo capazes de
justificar a grande importancia que as APAs possuem para preservacao da

enorme biodiversidade que tais regides estuarinas abrigam.

e Os resultados aqui apresentados reforcam a necessidade de um melhor

gerenciamento das APAs ao longo do litoral brasileiro.
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Figura 4 - a) Cinética de Michaelis-Menten da AChE do cérebro de M. curema usando o substrato acetiltiocolina (ASCh) b) Cinética de
Michaelis-Menten da BChE do cérebro de M. curema usando o substrato butiriltiocolina (BSCh) e c) Cinética de Michaelis-Menten da PChE do
cérebro de M. curema usando o substrato propioniltiocolina (PSCh)
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Figura 5 - Efeito dos inibidores seletivos sobre a atividade da AChE presente no tecido
cerebral de M. curema. a) BW284c51; b) Iso — OMPA, c) Eserina e d) Neostigmina
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Figura 6 - Efeito dos ions metalicos sobre a atividade da AChE presente no tecido cerebral
da espécie M. curema a) Zn?*; b) Hg*"; c) Cu®* e d) As**
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Resumo

O uso da ferramenta histologica permite aferir os efeitos de poluentes organicos e
inorganicos, além de outros estressores sobre peixes. Nesse sentido, o objetivo desse
estudo foi sugerir os niveis de saude ambiental de sistemas estuarinos da regido
nordeste do Brasil, localizados em regides metropolitanas e em Areas de Protecéo
Ambiental — APAs, através dos marcadores histologicos (branquia e figado) da
espécie Mugil curema. As coletas para a obtencdo dos espécimes, totalizando 101
exemplares, foram realizadas nos estuarios da Paraiba (Rios Paraiba e Mamanguape)
Pernambuco (Rios Capibaribe e Formoso) e Alagoas (Lagoa Mundal e Rio
Tatuamunha), coletados no inverno e verdo de 2019. Os tecidos das branquias e
figado foram fixados em formol 10%, preservados em alcool 70% e, posteriormente,
submetidos ao processamento histologico de rotina (desidratacdo em &lcool,

diafanizacdo em xilol e inclusdo em parafina). A andlise histopatoldgica dos tecidos
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seguiu um protocolo adaptado ao descrito por Bernet (1999). Com relagéo aos valores
do indice de Bernet encontrados na branquia de peixes coletados em cada estuario,
tanto no verdo quanto no inverno, houve diferenga significativa com p = 0,0004.
Entretanto, no figado a ANOVA néo indicou diferenca significativa no indice entre
estacdo e estuario (p = 0,1824). As analises histopatolégicas das branquias e figado
revelaram que os estuarios do nordeste do Brasil encontram-se ameacados pela
contaminacao dos recursos hidricos e a necessidade de criacdo de programas de
biomonitoramento a fim de um melhor gerenciamento desses ecossistemas na regiao

Nordeste do Brasil.

Palavras-chave: Contaminacao; Estuarios; Histopatoldgica; Peixes; Tainha.

INTRODUCAO

Os estuéarios caracterizam-se por constituirem areas de transicdo entre o
ambiente dulcicola e os oceanos, sendo um importante bercario para inameras
espécies pela enorme diversidade de recursos alimentares e pela protecdo natural
gue as regides de manguezais conferem a esses ecossistemas (SALAS et al., 2017;
COSTA et al., 2022). No Brasil, boa parte das grandes cidades desenvolveram-se nas
regides litoraneas, proximas a areas estuarinas. Esse fato deve-se as caracteristicas
dessas regides que favorece o escoamento da producao agricola e industrial, através
da atividade portuéria, além da facilidade de captacdo de dgua doce para consumo
humano (LIMA et al., 2019; COSTA et al., 2022). Na Regido Nordeste oito das nove
capitais situam-se nas dareas costeiras, isso revela que a maior densidade
populacional encontra-se no litoral (IBGE, 2017).

As inUmeras demandas das populagdes humanas exercem uma forte pressao
antropica nos estuarios, através da descarga de esgoto doméstico, industrial e dos
residuos de pesticidas utilizados na producdo agricola (LETSINGER et al., 2019;
SALDARRIAGA-HERNANDEZ et al., 2020). Em especial, os residuos industriais sao
responsaveis por inimeros impactos e a descarga de metais pesados preocupa hao
apenas a saude ambiental das regides costeiras no Brasil, mas também em nivel
mundial (JIAO et al.,, 2018; SAMANTA E DALAI, 2018; EL-AMIER et al., 2021).

Paralelamente, os pesticidas e herbicidas utilizados nas plantagcbes de cana-de-
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acucar que constituem a principal producéo agricola das areas costeiras do nordeste
do Brasil também despertam grande preocupac¢éo devido aos danos provocados nos
estuarios e em toda biota associada (LIMA et al., 2019; ALVES et al., 2021; SANTOS
et al.,, 2021). O Grande desafio que se lanca a toda comunidade cientifica é a
realizacdo de diagndsticos periddicos e de um monitoramento constante das regides
estuarinas, a fim de garantir a sobrevivéncia das iniUmeras espécies que residem ou
transitam por essas areas (LIMA et al., 2019; FALCAO et al., 2020; MAHARDJA et al.,
2021).

Os peixes consistem em excelentes organismos bioindicadores da qualidade
ambiental dos recursos hidricos, pois bioacumulam inumeras categorias de
contaminantes organicos e inorganicos por absorcéo direta da agua ou indiretamente
pelo consumo de presas contaminadas (KROON et al., 2017; LOPES, 2021; REBOA
et al.,, 2022). A escolha de uma espécie sentinela e que apresente sensibilidade,
tornando possivel mensurar potenciais riscos ou perigos para elas mesmas e para
outras espécies € fundamental em estudos de diagndéstico e biomonitoramento (LIMA
et al., 2019; FALCAO et al., 2020).

A utilizacdo de biomarcadores histopatolégicos vem crescendo
substancialmente nas ultimas décadas nos estudos de diagnéstico e monitoramento
ambiental dos recursos hidricos e biolégicos (STENTIFORD et al., 2003; COSTA et
al., 2009; CARDOSO et al., 2018; CASTRO et al., 2019). Outro fator importante € a
escolha dos 6rgéos que serdo alvos de estudo. Orgéos de contato direto com o agente
toxicante, como as branquias e os 6rgaos de metabolismo e excrecao de xenobioticos,
como o figado, podem indicar alteracdes de acao téxica aguda ou cronica desses
agentes em tecidos de peixes (AMEUR et al., 2015; BORGES et al., 2018; LOPES et
al., 2021). O figado por ser um 6rgao detoxificador e bioacumular contaminantes é
comumente utilizado em estudos histopatologicos e as branquias sédo igualmente
importantes por seu papel fundamental nas trocas gasosas e na regulacdo osmatica
dos peixes (LIMA et al., 2018; LOPES et al., 2021; SANTOS et al., 2021). No presente
estudo utilizamos a espécie Mugil curema conhecida popularmente como “tainha” para
através do marcador histologico (Branquias e Figado) diagnosticar possiveis impactos
em seis sistemas estuarinos da Regido Nordeste do Brasil e sugerir os niveis de

conservacao destes e da espécie objeto do estudo.
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MATERIAIS E METODOS

Area de estudo e amostragem

As areas de estudo incluem seis sistemas estuarinos localizados ao longo do
litoral da Paraiba (PB), Pernambuco (PE) e Alagoas (AL), nordeste do Brasil (Figura
1). Os estuarios foram selecionados conforme os diferentes niveis de conservagéo,
descritos pelos 6rgdos ambientais estaduais: Instituto do Meio Ambiente de Alagoas -
IMA, Superintendéncia do Meio Ambiente da Paraiba — SUDEMA e pela Agéncia
Estadual do Meio Ambiente de Pernambuco - CPRH que realizam monitoramentos
sistematicos da qualidade da &gua nas bacias hidrogréficas de Alagoas, Paraiba e
Pernambuco, respectivamente. Em cada um dos estados foram selecionados dois
estuarios, um inserido em Area de Preservacdo Ambiental (APA) e outro proximo a

regido metropolitana da capital do respectivo estado (Figura 1).

Figura 1 - Mapa do litoral brasileiro evidenciando a localizagcéo dos estuarios ao longo dos
estados da Paraiba (1 e 2), Pernambuco (3 e 4) e Alagoas (5 e 6). Os simbolos indicam as
areas de protecdo ambiental e as regibes metropolitanas
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O total de 101 espécimes de M. curema foram coletados nos seis estuarios
distribuidos ao longo dos litorais da PB, PE e AL (Tabela 1). As coletas foram

realizadas no Veréo (Janeiro — Fevereiro) ou no Inverno (Junho — Julho) de 2019.
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Tabela 1 - Unidades federativas, estuarios e nimero de espécimes coletados no Verao e
Inverno de 2019

N° de Espécimes Coletados

Estados Estuarios Verdo/2019 Inverno/2019
PE Rio Capibaribe 10 7
PE Rio Formoso 8 7
AL Lagoa Mundau 8 8
AL Rio Tatuamunha 8 9
PB Rio Paraiba 10 8
PB Rio Mamanguape 8 10

Fonte: O autor (2019)

Os Tecidos das branquias e figado foram os escolhidos para a realizacdo da
analise histopatoldgica. A branquia por ser o 6rgao da superficie corporal em maior
contato com a agua circulante e desta maneira constituir o primeiro alvo dos poluentes
de origem hidrica, sendo as alteracdes histolégicas deste tecido uma resposta
indicativa dos estressores ambientais e o figado com orgdo fundamental do
metabolismo, sendo responsavel pelo processo de detoxificacdo de substancias
toxicas.

Os espécimes de M. curema tiveram amostras do segundo arco branquial
direito e do figado removidas e fixadas em solucao de formaldeido 10% por 24 horas.
Apos a fixacdo, o segundo arco branquial direito foi descalcificado em acido nitrico a
10%. Subsequentemente os tecidos das branquias e figados seguiram para as etapas
de desidratacdo em série alcoolica crescente (70%, 80%, 90% e 100%), diafanizacao
em xilol, impregnacdo e inclusdo em parafina. Os blocos de parafina foram
seccionados em microtomo na espessura de 5um e os cortes foram sobrepostos em

laminas histoldgicas coradas com Hematoxilina e Eosina (HE).

Histopatologia

A analise histopatoldgica dos tecidos seguiu um protocolo adaptado ao descrito

por Bernet et al. (1999), que se baseia no fator de importancia patolégica (w) e no
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valor de pontuacdo (a) de cada lesdo histopatolégica, que sdo classificadas em
padrdes de reacao indicados na Tabela 2.

O valor de pontuagéo (a) pode assumir pesos que variam de 0 a 6, que podem
indicar: nenhuma ocorréncia (0); pouca ocorréncia (1-2); ocorréncia frequente (3-4);
ocorréncia muito frequente (5-6). Estes valores foram atribuidos para cada individuo
no momento de leitura das laminas.

O fator de importancia patolégica (w) esta relacionado com a reversibilidade
do dano, e indica a relevancia da lesao no funcionamento do érgao e na capacidade
de sobrevivéncia do peixe. Para cada lesao foi atribuido um valor fixo de 1 a 3, que
indica: importancia patolégica minima (1); importancia patolégica moderada (2);
importancia patolégica acentuada (3), conforme indicado na Tabela 2.

Por meio dos indicadores apresentados acima, foi possivel calcular o Indice
de orgéaos (lorg) que representa o grau de dano em cada um dos orgaos analisados,

conforme equacéao abaixo:

Iorg = erz'alt(aorg Ty alt X Worg ™ alt)
Onde: org = 6rgéo (constante); rp = padrao de reacéao; alt = alteracdo; a= valor
da pontuacao; w= fator de importancia patolégica.
Foram quantificadas as seguintes lesbes nas branquias: aneurisma,
deslocamento epitelial, desestruturacéo das lamelas, hipertrofia, hiperplasia, edema e
fusdo lamelar. Para o tecido hepatico foram quantificadas as seguintes lesdes:

congestéao, centro de melanomacrofagos, infiltracéo leucocitaria e necrose (Tabela 2).

Tabela 2 - Valores de fator de importancia (w) e respectivas lesdes histopatolédgicas
consideradas para a determinacao do indice de Bernet de cada branquia e figado coletados.

Leséo Relevéncia patolégica (w)

Padrdo de reacdo

Branquia
Aneurisma
Edema
Deslocamento de epitélio
Atrofia
Desestruturacao
Necrose
Fuséo
Mudancas progressivas Hiperplasia
Hipertrofia
| Figado
Distdrbio circulatério Congestéo
Mudancas regressivas Necrose 3

Disturbio circulatério

Mudancas regressivas

RININW®WRFRWEFRFIN

=
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Centros de
Inflamag&o Melanomacréfagos
Infiltrac&o leucocitaria 2

Fonte: Bernet et al., 1999

Analise estatistica

A fim de verificar a normalidade dos dados e homogeneidade das variancias,
foram aplicados os testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Em seguida,
utilizou-se a andlise de variancia paramétrica bifatorial (ANOVA de duas vias), seguida
pelo teste de Tukey HSD, com nivel de significancia de 0.05. Todos os testes

estatisticos foram realizados pelo software R versao 4.1.2.

RESULTADOS

Com relacédo aos valores do indice de Bernet encontrados na branquia de
peixes coletados em cada estuario, tanto no verao quanto no inverno, houve diferenca
significativa com p = 0,0004. A Figura 2 evidencia a diferenca entre os estuarios em
cada estacao, com letras diferentes indicando diferenca significativa. Foi possivel
observar diferenca entre estuarios (p = 0,0134), com divergéncia entre 0s rios
pernambucanos Formoso e Capibaribe. Ainda, a ANOVA apontou diferenca entre

inverno e verao (p = 0,0043) (Figura 3).

Figura 2 - lorg das branquias em cada estagéo e estuario. a) Inverno, b) Veréo.
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Figura 3 - Resultados do lorg das branquias comparando a interacéo entre estacdo e
estuario.
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Fonte: O autor (2022)

A analise histopatolégica das branquias resultou nas lesdes apresentadas na
Figura 4. As lesbes mais encontradas foram hiperplasia e desestruturacédo de lamelas
(Figura 4e-f e 4c, respectivamente), e a lesdo menos observada foi 0 aneurisma
(Figura 4b) com cerca de 43% de ocorréncia. Apesar de terem sido encontrados

parasitos nas branquias (Figura 4f), a presenca nao foi comum (34% de observacoes).



131

Figura 4 - Caracterizacao histopatolégica das lesdes branquiais de exemplares de Mugil
curema, coletados em diferentes estuarios nos estados de Pernambuco, Alagoas e Paraiba.
A — Deslocamento de epitélio (setas finas pretas); B — Aneurisma (estrela amarela); C —
Hipertrofia (setas finas azuis), desestruturacéo das lamelas secundarias (seta preta grossa);
D — Edema (estrela preta), hipertrofia (setas finas azuis); E — Hipertrofia (seta fina azul),
fusdo (seta grossa branca), hiperplasia (seta fina branca); F — Ovos de parasitos (setas finas
vermelha), fusdo (seta grossa branca), hiperplasia (seta fina branca). Coloracéo
Hematoxilina e Eosina.

Fonte: O autor (2022)

Entretando, no figado a ANOVA néo indicou diferenca significativa no indice
entre estacdo e estuario (p = 0,1824). O teste de Tukey evidenciou que o valor do
indice encontrado no rio Tatuamunha no verao foi maior que o encontrado no Formoso
no mesmo periodo com valor de p = 0,0135 (Figura 5b). Avaliando o indice em cada

variavel separadamente, houve diferenca estatisticamente significativa entre estuarios
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(p = 0,0014), com diferenca entre a Lagoa Mundau e o rio Tatuamunha (p = 0,0171),
assim como entre o Tatuamunha e Formoso (p = 0,0045). Contudo, néo foi observada

diferenca do indice entre veréo e inverno (p = 0,8681) (Figura 6).

Figura 5 - lorg dos figados em cada estagéo e estuario. Inverno (a), Verao (b).
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Fonte: O autor (2022)

Figura 6 - lorg dos figados comparando a interacéo entre estacdo e estuario.
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As alteracbes hepaticas encontradas estdo apresentadas na Figura 7. A

necrose (Figura 7c) foi a lesdo mais encontrada, com mais de 91% de ocorréncia,
seguida de infiltracdo leucocitéria (Figura 7b e d) e congestéo (Figura 7b). A presenca
de centros de melanomacrofagos (Figura 7d) foi a lesdo menos encontrada neste

estudo, aparecendo em mais de 60% de laminas analisadas. Com relacdo aos
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parasitos (Figura 7a), a frequéncia de observacdo nos figados foi menor que na
observada nas branquias, com 23% de ocorréncia. Apesar de ndo ter sido
considerada como uma lesdo histopatologica, foram observados alguns focos de

dilatacéao sinusoidal, conforme apresentado nas figuras 7a e d.

Figura 7 - Caracterizagao histopatolégica das lesbes hepaticas de exemplares de Mugil
curema, coletados em diferentes estuarios nos estados de Pernambuco, Alagoas e Paraiba.
A — Parasito (seta fina branca), sinusoides (setas finas pretas); B — Congestéo (estrela
branca), infiltracao leucocitaria (seta grossa preta); C — Necrose (estrela preta), sinusdéide
(seta fina preta); D — Infiltrac&o leucocitaria (seta grossa preta), centro de
melanomacro6fagos (seta grossa branca), sinuséides (setas finas pretas). Coloracéo
Hematoxilina e Eosina.

Fonte: O autor (2022)

DISCUSSAO

O litoral brasileiro abriga aproximadamente 58% da populacéo total do Brasil,
atualmente estimada em mais de 210 milhdes de habitantes (IBGE, 2022). As
crescentes demandas pelos recursos hidricos e biolégicos dessas éareas
comprometem a salde ambiental dos ecossistemas associados, em especial os

estuarios por abrigarem boa parte de toda biodiversidade e por constituirem via de
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escape de boa parte de toda producdo agricola e industrial através das regides
portuarias estabelecidas nas proximidades dos sistemas estuarinos (TREVIZANI et
al., 2019; ZANARDI-LAMARDO et al., 2019; TREVIZANI et al., 2021).

Diante de tal evidéncia a utilizacdo de biomarcadores em espécies sentinelas
destas regides se tornou algo urgente como alternativa de entender e diagnosticar
possiveis agressées advindas das acdes humanas (LIMA et al., 2019; FALCAO et al.,
2020). Vérios trabalhos retratam as alteracfes histopatolégicas nas branquias e no
tecido hepatico como excelentes indicadores de contaminanates ambientais (GHISI et
al., 2016; TORRES et al., 2016; RUBIO-VARGAS et al., 2021).

Os dados aqui apresentados sugerem que 0s seis estuarios avaliados sofrem
algum tipo de presséo antrépica indicado pelos niveis de alteracdes histoldgicas nas
bréanquias e no figado.

Quando avaliamos as altera¢cdes nas branquias observamos uma diferenca
significativa quando comparados os estuarios dentro da mesma estacao (Inverno ou
verdo) e quando comparamos os resultados entre as estacdes e 0s estuarios. Tais
achados sugerem um efeito direto da sazonalidade nos padrdes de expressao das
modifica¢cdes no tecido branquial. Situacdo similar observada em trabalho realizado
por Torres et al. (2016) em estuario do sul do Brasil revelando que a remobilizacdo de
sedimentos devido a chuva pode ser a causa da biodisponibilidade de contaminantes.
Freire et al. (2015) retratam que muitos compostos séo capazes de cruzar a barreira
da membrana, estabelecendo ligacbes com moléculas presentes na membrana
plasmatica com consequentes efeitos adversos nos epitélios ou tecidos.

As alteracfes mais significativas observadas nas branquias foram: aneurisma,
desestruturacdo das lamelas secundarias, edema, hipertrofia e hiperplasia (Figura 4).
Tais resultados assemelham-se aos observados por Lopes (2021) e El-Hak et al.
(2021) em espécies de peixes expostas a contaminacdo crbnica por metais e
pesticidas. A exposicdo das branquias a diferentes contaminantes foi relatada por
Rubio-Vargas et al. (2021) como causadora de inumeras alteracfes neste tecido,
como a ocorréncia de fusdo lamelar, hiperplasia tecidual como eventos neoplasicos,
hipertrofia celular e aneurismas. Tais evidéncias alinham-se aos resultados do nosso
estudo e apoiam aqueles descritos por outros autores (TORRES et al., 2016; EL-HAK
et al., 2021). A hiperplasia e fusédo lamelar (Figura 4e) foram alteracbes observadas
em nosso estudo e segundo Liebel et al. (2013) tais lesbes podem ocorrer como uma

resposta do tecido a presenca de poluentes diluidos em agua, aumentando a distancia
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entre o capilar sanguineo e a superficie das lamelas, reduzindo em teoria a absor¢éo
dos poluentes. Os aneurismas (Figura 4b) estdo associados ao fluxo sanguineo
anormal no tecido devido a dilatacdo dos capilares sanguineos na extremidade das
lamelas secundarias e a hiperplasia (Figura 4e) € o consequente desarranjo das
lamelas secundarias, dificultando as trocas gasosas (Brito et al., 2012).

Foram identificados alguns parasitos (Figura 4f) nas analises dos arcos
branquiais que de acordo com estudo realizado por Brito et al. (2012) sé&o reflexo do
comprometimento da funcéo das branquias.

A auséncia de diferencas significativas entre as areas de estudo dentro do
mesmo ciclo climatico e em ciclos climaticos distintos quanto as analises
histopatolégicas do figado, revelam o grau de similaridade entre os estuarios e sinaliza
a presenca de forte pressdo antropica naqueles inseridos nas APAs. A necrose e 0S
processos inflamatorios, como infiltracdo leucocitaria e a ativacdo de centros de
melanomacrofagos foram as alteragbes mais importantes encontradas no figado. Tais
observacdes sao relatadas em varios trabalhos, como os realizados por Liebel et al.
(2013) e Bevitorio et al. (2022) que revelam que a infiltracdo leucocitaria geralmente
esta associada a ocorréncia de necrose. Tais autores ainda retratam a alta ocorréncia
de parasitos como indicativo de falha do sistema imune do peixe e apontam que a
aplicacdo do indice de Bernet associado com a observacdo das lesées em imagens é
uma importante ferramenta para avaliar os efeitos morfolégicos causados pela
contaminacao ambiental.

Foram observados sinusoides com espessura fora dos padrdes normais (Figura
7 a, c, d). Apesar de ndo ser uma leséo considerada pelo indice de Bernet et al. (1999),
varios autores abordam tal evidéncia como estando diretamente relacionada aos
processos inflamatérios, como Marzano et al. (2015) afirmam que durante o processo
inflamatorio algumas substancias sdo liberadas resultando na dilatacdo dos
sinusodides e na congestdo sanguinea.

Foi possivel observar no tecido hepatico de M. curema regibes necrosadas
(Figura 7c) que de acordo com o indice de Bernet et al. (1999) é uma lesdo com maior
grau de relevancia patoldgica. Brito et al. (2012) afirmam que a necrose € um “reflexo
a falha dos mecanismos de protec¢ao celular na vigéncia de estresse quimico”. Os
autores ainda afirmam que por estarem envolvidos em uma série de processos
fisiolégicos, a morte celular devido a necrose desencadeia diferentes niveis de

insuficiéncia hepatica que afeta todo o organismo, além disso a necrose geralmente
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esta associada a respostas inflamatorias, como a infiltracéo leucocitéria e ativacao de
melanomacroéfagos (Figura 7b e d). Apesar dos macréfagos serem muito comuns no
figado, onde participam de processos imunolégicos e eliminacdo de células, o
agrupamento deles em centros de melanomacrofagos indica um excesso de lesédo
tecidual (Brito et al., 2012). A presenca de parasitos no figado (Figura 7a) apesar de
ndo constituir lesédo de acordo com o indice de Bernet et al. (1999) € indicativo de
condicao imunolégica adversa como sugere o trabalho realizado por Freire et al.
(2015).

Alguns trabalhos revelam os efeitos da poluicdo nos hepatdcitos de peixes
expostos a cargas elevadas de contaminantes, como o realizado por Ortiz et al. (2003)
em algumas espécies de peixes, entre elas os mugilideos, alinhando-se aos
resultados observados em nosso estudo. Outros trabalhos também mostram os
efeitos da contaminacdo nas modificacdes histologicas no tecido hepatico de
mugilideos, como o realizado por El-Hak et al. (2021) em um complexo estuarino
lagunar do Egito que relune caracteristicas semelhantes aos das areas metropolitanas
do Nordeste do Brasil, evidenciando alteracdes histopatologicas na espécie Mugil
cephalus exposta a metais pesados.

Varios trabalhos relacionam o comprometimento das fungcdes das branquias e
figado de espécies de peixes estuarinos a exposicdo com diversos contaminantes
organicos e inorganicos resultantes da intensa atividade antropica nessas regides
(BRITO et al., 2012; LIEBEL et al., 2013; GHISI et al., 2016; EL-HAK et al., 2021).
Desta forma os resultados aqui apresentados consolidam M. curema com espécie

sentinela dos ambientes estuarinos.



137

CONCLUSOES

e As andlises histopatoldgicas das branquias e figado em M. curema revelam que
os estudrios do nordeste do Brasil encontram-se ameacados pela contaminacao
dos recursos hidricos destes ecossistemas

e As diferencas nos padrdes de expressao das lesdes nas branquias e figado nos
estuarios e estagdes (Inverno e Verao) revelam que tais marcadores respondem

de formas distintas aos contaminantes ambientais

e Os resultados apresentados demonstram varios tipos de alteracbes

histopatoldgicas nas branquias e figado

e As lesOes observadas nas branquias foram: aneurisma, edema, deslocamento
de epitélio, atrofia, desestruturacdo, necrose, fusédo, hiperplasia e hipertrofia.

Sendo o0 aneurisma a lesdo com menor incidéncia (43%)

e As lesbes observadas no figado foram: congestédo, infiltracdo leucocitéria,
necrose e centro de melanomacrofagos. Sendo a necrose a lesdo com maior

incidéncia (91%)

e Os resultados aqui apresentados revelam a necessidade de criagcdo de
programas de biomonitoramento dos sistemas estuarinos, afim de um melhor

gerenciamento dessas regioes.
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CONCLUSOES

Genotoxicidade

Todos os seis estuarios avaliados apresentaram niveis alarmantes de impacto
ambiental, seja por macro, micro ou ambos niveis de dano genémico em relagao
ao estuario controle, permitindo sua ordenacdo por contaminacdo, conforme
segue: Capibaribe > Mundad > Paraiba > Formoso > Tatuamunha >
Mamanguape.

Os estuarios associados aos rios em Areas de Preservacdo Ambiental
(Mamanguape, Formoso e Tatuamunha) apresentaram resultados similares aos
do grupo controle, quando foram avaliadas as macrolesbes (MN),

independentemente da estacéo climatica (verao e inverno).

O estuario do Capibaribe apresentou uma menor média de genotoxicidade (MN)
no periodo chuvoso, indicando que o maior aporte de agua no estuario reduziu a

expressao das macrolesfes no genoma da espeécie.

Mugil curema apresenta micro e macrolesdes nos seis estuarios estudados,
causadas pelo elevado grau de perturbacdo, em especial nos manguezais
metropolitanos, devido a maior contaminacdo na qualidade das &aguas,
requerendo medidas mitigadoras para restaurar o equilibrio e qualidade dos

sistemas estuarinos.

A gqualidade ambiental dos sistemas estuarinos encontra-se em perigo, bem como
M. curema, que tem apresentado deplecdo génica, com prejuizos a pesca
artesanal, a qualidade do pescado e saude daqueles que se alimentam destes

animais.

O diagnostico de degradacao dos sistemas estuarinos avaliados contribui para um
melhor direcionamento das medidas reparadoras pelos 6rgdos ambientais, em
especial naqueles de regides metropolitanas, onde a degradacdo ambiental, em

media, foi 70 % superior a de estuarios dentro de unidades de conservacgao.
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Enzima (AChE) - Atividade e caracterizacao

e A cinética de hidrélise dos substratos e os inibidores especificos comprovaram a
maior prevaléncia da AChE entre as ChEs presentes no cérebro de M. curema;

e A temperatura de melhor atividade da enzima foi 40°C, reduzindo a atividade em
50% (ICso) ao atingir os 60°C e tendo 100% das suas atividades inibidas apenas
guando a temperatura chegou préxima aos 80°C. Revelando a excelente
amplitude térmica de atividade da enzima, caracteristica fundamental para utiliza-

la como biomarcadora de contaminantes ambientais;

e O pH o6timo foi de 7,5 e assemelhasse ao de outras espécies de peixes estuarinos;

e Entre os pesticidas o organofosforado Diclorvos apresentou a maior afinidade e

poder inibitério contra a atividade da AChE de M. curema;

e A enzima AChE tem forte potencial para atuar como biomarcadora deste OP nas

aguas estuarinas impactadas pelas atividades agricolas;

e A AChE de M. curema também mostrou ser uma excelente biomarcadora para

alguns ions;

e Dos quatro ions cujos efeitos sobre a AChE de M. curema foram investigados, trés

tiveram efeito inibitério em ordem decrescente: Cu?* > Hg?* > As?*

e Os dados de atividade especifica da AChE em M. curema sugerem que 0S
estuarios de Pernambuco encontram-se mais impactados quando comparados

aos de Alagoas e Paraiba;

e O estuario com as melhores taxas de atividade enzimatica foi o do Rio

Tinto/Mamanguape no inverno de 2019 e no Rio Paraiba (CAB) no veréo de 2020;

e Os dados de atividade da AChE observados nos estuarios inseridos nas APAs

comparados aos estuarios das regifes metropolitanas ndo sdo capazes de
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justificar a grande importancia que as APAs possuem para preservagao da

enorme biodiversidade que tais regides estuarinas abrigam.

Os resultados aqui apresentados reforcam a necessidade de um melhor
gerenciamento das APAs ao longo do litoral brasileiro.

Alteracdes histolégicas

As analises histopatologicas das branquias e figado em M. curema revelam que
os estuarios do nordeste do Brasil encontram-se ameacados pela contaminacao

dos recursos hidricos destes ecossistemas

As diferencas nos padrdes de expressao das lesdes nas branquias e figado nos
estuarios e estacdes (Inverno e Verao) revelam que tais marcadores respondem

de formas distintas aos contaminantes ambientais

Os resultados apresentados demonstram varios tipos de alteracbes

histopatoldgicas nas branquias e figado

As lesdes observadas nas branquias foram: aneurisma, edema, deslocamento de
epitélio, atrofia, desestruturacéo, necrose, fusado, hiperplasia e hipertrofia. Sendo

0 aneurisma a lesdo com menor incidéncia (43%)

As lesBes observadas no figado foram: congestéao, infiltracdo leucocitéria, necrose
e centro de melanomacrofagos. Sendo a necrose a lesdo com maior incidéncia
(91%)

Os resultados aqui apresentados revelam a necessidade de criacdo de programas
de biomonitoramento dos sistemas estuarinos, afim de um melhor gerenciamento

dessas regides.
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6 SUMULA CURRICULAR

ATIVIDADES ACADEMICAS E CIENTIFICAS REALIZADAS DURANTE O
DOUTORADO

Artigos publicados

e Genomic damage in Mugil curema (Actinopterygii: Mugilidae) reveals the effects
of intense urbanization on estuaries in northeastern Brazil.
MARINE POLLUTION BULLETIN

Link: https://doi.org/10.1016/j].marpolbul.2018.07.037

e Virulence factors of human pathogens: an always-needed approach. BRAZILIAN
JOURNAL OF HEALTH REVIEW
Link: https://www.brazilianjournals.com/index.php/BJHR/article/view/44124/pdf

e DNA damage as indicator of the environmental vulnerability of bats in Brazil's
Caatinga drylands.
ENVIRONMENTAL MONITORING AND ASSESSMENT

Link: 10.1007/s10661-022-09906-9

Resumos publicados em anais de congressos

e Correlacdo da pluviometria, temperatura da dgua e genotoxicidade em Abudefduf
saxatilis (Linnaeus, 1758) nas biopiscinas de Porto de Galinhas (Ipojuca-PE).
XXXIII CONGRESSO BRASILEIRO DE ZOOLOGIA

e Alta frequéncia de danos genbmicos em células sanguineas de Abudefduf
saxatilis oriundos de piscinas naturais coralinas - Porto de Galinhas (PE) - regido
turistica do Nordeste do Brasil.

XXXII CONGRESSO BRASILEIRO DE ZOOLOGIA

e Danos genbmicos em morcegos como indicadores de vulnerabilidade ambiental

da Caatinga (Pernambuco - Brasil).
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XXXII CONGRESSO BRASILEIRO DE ZOOLOGIA

e Vulnerabilidade ambiental de regides costeiras do litoral pernambucano revelada
por avaliacdo genotoxica em alpheidae.
X CONGRESSO BRASILEIRO SOBRE CRUSTACEOQOS

e Genotoxicidade e Carcinogénese como alerta de impacto ambiental: um relato de
caso.
VIIl CONGRESSO BRASILEIRO DE AQUICULTURA E BIOLOGIA AQUATICA

e Analise histopatologica do figado do peixe Sargentinho (Abudefduf saxatilis)
proveniente das piscinas naturais de Porto de Galinhas, Ipojuca — PE.
VIl CONGRESSO BRASILEIRO DE AQUICULTURA E BIOLOGIA AQUATICA

Participacdo em bancas
e Avaliacdo de danos gendmicos em eritrocitos de Aspitor Lunicutis apds acidente
ambiental no estuario do rio Goiana (PE).
Trabalho de Concluséo de Curso — TCC

Discente: Demetrios Lucas da Silva

e Observacao na variacdo da genotoxicidade em Abudefduf saxatilis no coral de
Porto de Galinhas - Ipojuca(PE) entre os periodos de Verao e Inverno.
Trabalho de Concluséo de Curso — TCC

Discente: José Rodolfo de Lima e Silva

e Proposta de um livro paradidatico ilustrado como recurso didatico para educacao
ambiental no ensino médio.
Trabalho de Concluséo de Curso — TCC
Discente: Bruna Maria do Nascimento

Cursos de curta duracéao

e Conflitos em unidades de conservacao: estratégias de enfrentamento e mediacao.
(25h)
MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE
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Educacao ambiental e comunicagédo nas unidades de conservagéo. (70h)
MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE

Fundamentos e préticas de educacdo ambiental para espacos educadores. (60h)
MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE

Estilos de vida sustentavel (30h)
MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE
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