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Resumo

A urbanização é uma importante causa de contaminação das zonas costeiras ao redor
do mundo, relacionada principalmente ao lançamento de efluentes sanitários em corpos
hídricos. Em Florianópolis SC, a maior parte dos efluentes domésticos tratados e não
tratados são lançados diretamente em corpos hídricos, liberando quantidades significa-
tivas de poluentes no ambiente. Os poluentes presentes nestas misturas interagem com
organismos, causando alterações em sua fisiologia normal em diferentes níveis: molecular,
celular, tecidual e comportamental. Desta forma, a quantificação de parâmetros biológi-
cos refletem as condições de saúde de organismos aquáticos e do ambiente em que estão
inseridos. Dentre as metodologias mais aplicadas para biomonitoramento ambiental estão
às análises hematológicas, bioquímicas, imunológicas e genotóxicas. O presente trabalho
teve como objetivo a avaliação destes parâmetros em duas espécies de peixe (Mugil liza
e Mugil curema), como possíveis biomarcadores de impactos na Estação Ecológica de
Carijós e entorno. Os peixes foram coletados em dois locais da unidade de conservação:
Estuário do Rio Ratones, pertencente à bacia hidrográfica de Ratones e na baía de Saco
Grande. Também foi realizada uma coleta em tanques de cultivo da Universidade Federal
de Santa Catarina. Ao todo, foram realizadas 5 coletas ao longo dos meses de março
a agosto de 2018, com um número amostral 10 indivíduos cada. Entre os ambientes
naturais, os animais coletados na Baia de Saco Grande apresentaram maiores variações
nos parâmetros analisados relacionados a estresse. Foram observados valores elevados
de glicose, hematócrito, hemoglobina e GSH e a redução na frequência de células de de-
fesa em peixes da espécie Mugil liza. Os resultados estão de acordo com trabalhos sobre
qualidade de água realizados nos mesmos locais. As condições estressantes em tanques
e cultivo foram superiores aos ambientes naturais, refletindo em valores ainda maiores
de glicose, hematócrito, hemoglobina e micronúcleo, bem como os menores valores para
células de defesa. Foram observadas diferenças nos parâmetros entre as espécies Mugil
liza e Mugil curema nas amostras coletadas no Rio Ratones. Outras evidências sugerem
a formação de subgrupos dentro das espécies de Mugil curema no Saco Grande o que po-
deria ser explicado por atividades migratórias. Concluímos que a espécie Mugil liza é um
bom bioindicador, e os parâmetros analisados podem ser utilizados como biomarcadores
de impactos antrópicos, pois respondem de forma satisfatória frente às diferentes pressões
ambientais. Além disso, o estudo proporcionou informações fisiológicas acerca das espé-
cies analisadas em ambientes naturais e de cultivo, as quais são pouco encontradas na
literatura.

Palavras-chave: Biomonitoramento, Mugil liza, Mugil curema, tainha, parati, hema-

tologia de peixes, sanidade, parâmetros bioquímicos, micronúcleo, estresse, conservação,

ESEC Carijós
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1 INTRODUÇÃO

A utilização de parâmetros hematológicos como forma de avaliação das condições

fisiológicas de peixes foi descrita primeiramente por Hesser em 1960 (SERIANI et al.,

2014). A partir disso, tem sido aplicado para detectar modificações fisiológicas ocasiona-

das por diferentes tipos de condições estressantes, como hipóxia, variação de salinidade

e pH, condições alimentares, anestésicos e aclimatação, parasitismo, manuseio, atividade

migratória, poluentes, ciclos reprodutivos, medicamentos, entre outros (AUBIN et al.

2001; RANZANI-PAIVA; TAVARES-DIAS, 2002; MELO, 2008; ALWAN et al. 2009; SE-

RIANI & RANZANI-PAIVA, 2012; SERIANI et al. 2012). Neste sentido, os parâmetros

hematológicos são capazes de fornecer dados sobre o estado de saúde dos organismos e

as condições do meio em que vivem (FRANÇA et al, 2007; VÁZQUEZ & GUERRERO,

2007; SERIANI et al., 2011), além de possibilitar a observação de diversas variáveis eri-

trocitárias, imunológicas bioquímicas e genotóxicas, em uma mesma amostra, de forma

rápida, simples, eficaz e com baixo custo (SERIANI et al., 2014).

Com o intuito de compreender as mudanças fisiológicas e hematológicas de peixes,

frente a diferentes condições ambientais, foram realizados diversos estudos com espécies de

peixes de cativeiro submetidas a condições estressantes (AKINROTIMI, 2007; GABRIEL

et. al.,2007; GABRIEL et. al., 2011). Entretanto, há poucos estudos disponíveis sobre

os perfis hematológicos de peixes marinhos já adaptados ao confinamento comparados

a espécimes selvagens, levando em consideração que o cativeiro por si só pode levar a

mudanças nestes perfis (BOURNE, 1986).

A escassez de referências bibliográficas relacionadas a estudos que caracterizem os

parâmetros sanguíneos de peixes teleósteos é, em parte, atribuída a grande variação desses

parâmetros, tanto entre indivíduos de espécies diferentes, quanto de indivíduos da mesma

espécie com habitats distintos (BLAXHALL 1972; CLAVER & QUAGLIA 2009; GRANT,

2015). Essa lacuna é ainda maior quando observamos espécies regionais, as quais não

são comumente utilizadas no cultivo de grande escala como, por exemplo, espécies de

mugilideos (EMBRAPA, 2014).

Dentre as espécies de peixes encontradas nas regiões costeiras brasileiras, as tainhas

(Mugil liza), e os paratis (Mugil curema) estão entre as mais importantes comercialmente

(GODINHO et al. 1988) permanecendo na sétima posição no ranking de recursos pesquei-

ros explorados tradicionalmente (NETO & DIAS, 2015), além de favorecer o modelo de

vida e subsistência de comunidades de pescadores artesanais por todo o litoral brasileiro

(BRASIL, 2015). Em Santa Catarina, a pesca é considerada uma atividade comercial
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importante, representando o estado com maior produção de pescados e crustáceos do

país (EPAGRI, 2017). Só em nosso estado, estima-se que 7.900 pescadores artesanais

participam da pesca tradicional da tainha todo ano (LEMOS, 2015).

Como forma de manter essas atividades econômicas e culturais tão importantes para

as regiões costeiras, faz-se necessários estudos que visem o monitoramento e a preservação

dos habitats dessas espécies. É bem estabelecido que parte importante do ciclo de vida

dos mugilideos, depende diretamente de ambientes estuarinos (NOVELLI,1995).

Em Florianópolis, a Estação Ecológica de Carijós desempenha um papel essencial

na preservação desses ambientes, atuando como um dos principais destinos reprodutivos

de diversas espécies de animais. O seu território abrange duas importantes bacias hidro-

gráficas: Bacia hidrográfica de Ratones (6,25 Km²) e Bacia hidrográfica de Saco Grande

(0,93 Km²), ambas classificadas como urbanizadas (RODRIGUES, 2016).

Na Bacia hidrográfica de Ratones, situa-se o sistema de esgoto sanitário de Canas-

vieiras - administrada pela Companhia Catarinense de Água e saneamento (CASAN),

o sistema de esgotamento de Jurerê internacional (através da Habitasul) e sistemas in-

dividuais de tratamento de esgotos domésticos. Na Bacia Hidrográfica de Saco Grande

estão inseridos os Sistema de esgotamento sanitário de Saco Grande (emissário submarino

da ETE Saco Grande) também administrado pela CASAN, e os sistemas individuais de

tratamento de esgotos domésticos (IBAMA, 2003).

Atualmente, apenas 52% da população residente em Florianópolis são atendidas

pelo serviço de esgotamento sanitário público (CASAN, 2016). Os 47% da população

restante, efetuam o tratamento de esgoto doméstico de maneira individual, através de

fossa séptica e sumidouro, (método que apresenta baixa eficiência na maior parte dos

casos). Dentre esta parcela da população também há casos em que o esgoto doméstico é

lançado in natura, de maneira irregular, diretamente na rede pluvial, ou corpos hídricos

(RODRIGUES, 2016).

A descarga de efluentes sanitários, além de ocasionar a contaminação da água por

agentes infecciosos, como bactérias e vírus, leva também a deposição de matéria orgânica

e consumo de oxigênio (NOVELLI,1995; AGUIAR et. al. 2011). Os estuários por serem

ambientes de transição entre águas marinhas e continentais são grandes sorvedouros de

poluição (PAGLIOSA, 2004), atuando na filtração e retenção de materiais provenientes

de suas bacias de drenagem (PARIZOTTO, 2009).

Estudos recentes sobre a qualidade da água dos principais rios relacionados à ESEC

Carijós demonstraram que, a concentração de oxigênio dissolvido, nutrientes e coliformes

termotolerantes, encontra-se em desacordo com os limites estabelecidos pela resolução

CONAMA n°357/05 (PARIZOTTO, 2009; RIGOTTI, 2013; RODRIGUES, 2016; SILVA



17

et.al., 2016). A precariedade ou falta de tratamento de esgoto sanitário de bairros pró-

ximos a ESEC afetam diretamente a qualidade da água dentro da unidade, e consequen-

temente a biodiversidade dos Manguezais de Saco Grande e Ratones (IBAMA, 2003).

Desde de 2005, a ESEC Carijós realiza monitoramento físico/químico das águas que

adentram a unidade, como ferramenta de avaliação dos fatores que impactam o ambiente

no entorno da unidade de conservação. Porém, se forem associados ao monitoramento bio-

lógico, são acrescentados aos dados, análises relacionadas a efeitos estressores em sistemas

biológicos, contribuindo para a compreensão sobre a qualidade da água e gravidade das

alterações ocorridas na região (SERIANI & RANZANI-PAIVA, 2012). Este tipo de es-

tudo constitui-se na relação dos organismos às condições ambientais em que vivem (BUSS;

OLIVEIRA; BAPTISTA, 2008). Segundo a Resolução COMANA nº 357 de 2005, a qua-

lidade dos ambientes aquáticos poderá ser observada através de indicadores biológicos,

com o uso de organismos ou comunidades aquáticas.

A fim de promover um estudo mais completo sobre a qualidade das águas que aden-

tram a ESEC Carijós, bem como seus impactos nos ecossistemas marinhos, torna-se ne-

cessário o desenvolvimento e a padronização de metodologias mais eficazes, capaz de

predizer esses efeitos. Dentre essas metodologias é importante destacar a utilização de

bioindicadores de contaminação aquática in situ, neste caso, os peixes são considerados

bioindicadores importantes, pois demonstram respostas biológicas preliminares capazes

de contribuir em atividades de monitoramento e gestão ambiental (SOUSA, 2015). O

uso de bioinicadores pode proporcionar uma avaliação integrada dos efeitos dos poluentes

sobre a vida selvagem, além de alertar sobre possíveis mudanças a nível de ecossistema

(CASELLAS et al.

Desta forma, o presente estudo teve como objetivo analisar a aplicabilidade de pa-

râmetros hematológicos, imunológicos, genotóxicos e bioquímicos de Mugil liza (M.liza)

e Mugil curema (M.curema), como instrumentos de detecção de modificações fisiológicas

em resposta a variações ambientais, contribuindo desta forma, no esclarecimento a cerca

das condições de sanidade destes ambientes, proporcionando subsídios para que seus pa-

râmetros hematológicos sejam padronizados, além de averiguar a efetividade das ações

de proteção ambiental exercidas pela ESEC Carijós, abrindo novas possibilidades para a

criação de estratégias de proteção do meio ambiente.
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA

2.1 PEIXES COMO BIOINDICADOR DE POLUIÇÃO AMBIENTAL

Atualmente vem crescendo a utilização de peixes teleósteos como biomarcadores

na avaliação da qualidade de água em programas de monitoramento ambiental aquático

(ADAMS, 2002; TRIEBSKON, 2002). Este fato ocorre devido aos peixes representarem

um dos grupos mais diversos entre vertebrados, sendo composto por mais de 25.000 es-

pécies, ocupando grande parte dos nichos aquáticos (BOLS et al., 2001). Além disso, os

peixes, de modo geral, apresentam alterações em sua fisiologia como resposta aos impactos

de um determinado ecossistema (ARIAS et al, 2007).

Os peixes demonstram uma sensibilidade a alterações ambientais superior quando

comparados a outros organismos aquáticos (BOLS et al., 2001), devido ao seu mecanismo

de metabolizar contaminantes orgânicos. Os produtos gerados por estes processos meta-

bólicos podem ser incorporados a moléculas celulares, além de induzir modificações no

material genético (BOLOGNESI et al., 2006). Ademais, esses compostos podem afetar

também, enzimas de biotransformação e detoxificação de organismos aquáticos, atuando

como inibidores ou moduladores de atividade enzimática (CASELLAS et al., 2009).

Entre as espécies de peixes regionais mais encontradas estão o M. liza e o M. curema

(MENEZES, 1983). Esses animais possuem uma alimentação basicamente detritívora,

filtrando, ingerindo e concentrando em seus alimentos grandes quantidades de matéria

orgânica do sedimento, inclusive matéria orgânica proveniente de efluentes domésticos

(LAFFAILLE et al., 2002). Este hábito expõe os indivíduos a uma série de substâncias

tóxicas, desencadeando modificações nestes organismos, como reflexo das condições em

que vivem (BOGLIONE et al. 2006). O modo de alimentação detritívoro posiciona os

mugilídeos na base da cadeia alimentar, o que possibilita sua atuação como colonizadores

primários em sistemas aquáticos recentemente inundados, implicando em sua utilização

como possível indicador de recuperação de ambientes degradados (MOHAMED et al.,

2012).

Devido sua abundância, importância socioeconômica e hábitos alimentares essas

espécies já foram utilizadas em diversos estudos de monitoramento ambiental (NEVES,

2006; DAVIS, 2008; PATIRE, 2010; MOREIRA, 2010, GARCÍA-GASCA et al., 2016).

Além das espécies M. liza e M curema, os mugilídeos em geral são considerados como

bons indicadores ambientais (WANG et al., 2011). Por esse motivo, entre os anos de 2006

e 2009, foi criado o projeto MUGIL. Este projeto teve como objetivo, a construção de
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uma rede de colaboração para coordenar a utilização de Mugil cephalus como indicador

das condições dos ambientes costeiros em todo o mundo, e padronizar metodologias para

estudos posteriores (COMMISSION, 2006).

A sensibilidade dos peixes a estressores ambientais incluem desde condições físicas

e químicas da água, tais como, salinidade, temperatura, oxigênio dissolvido, pH, amô-

nia, metais pesados, nutrientes, dureza, pesticidas, entre outros, até fatores biológicos

como vírus, parasitas e agentes patogênicos (FURLEY; PERÔNICO, 2015). A análise

de toxicidade de compostos químicos, originados pela atividade humana em locais de-

gradados pode ocorrer através, tanto do uso de bioindicadores, quanto de biomarcadores

(OLIVEIRA et al., 2005).

Os bioindicadores são caracterizados como organismos ou comunidades biológicas ca-

pazes de fornecer indicativos de condições ambientais, podendo ser utilizados para apontar

os primeiros sinais de danos provocados por contaminantes (ADAMS, 2002). Já os biomar-

cadores baseiam-se na capacidade dos seres vivos de se adaptarem e responderem a agentes

estressores. Essas adaptações são principalmente evidenciadas com alterações celulares,

bioquímicas, histológicas, comportamentais ou alterações reprodutivas e de crescimento

(DEPLEDGE, 1994; BONGA, 1997; TRIEBSKORN et al., 2001, 2002, 2003; TORRE et

al., 2005).

Os biomarcadores são divididos em três categorias: de feito, exposição e suscetibili-

dade (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1993; JESUS & CARVALHO, 2008):

• Biomarcadores de efeito evidenciam alterações em um organismo em respostas a

estressores de efeito tóxico, desencadeando, reversivelmente, mecanismo de defesa

celular como respostas adaptativas. Caso essas respostas não se mostrem eficazes,

podem ocorrer alterações histológicas e/ou fisiológicas podendo, neste caso, gerar

efeitos irreversíveis (WINZER et al., 2001).

• Biomarcadores de exposição são aqueles que demonstram se um organismo foi ex-

posto a algum tipo de substância ou um metabólito exógeno, resultando em mo-

dificações biológicas capazes de serem quantificadas (JESUS; CARVALHO, 2008),

além de permitir uma associação entre exposição externa e mensuração da exposição

interna sem fazer alusão aos efeitos adversos (WHO, 1993).

• Biomarcadores de suscetibilidade são caracterizados por fatores internos que refle-

tem predisposições genéticas, e fatores externos, como idade e dieta (WHO, 1993).

Modificações ambientais, como por exemplo, a poluição (ARCHELA et al., 2003),

podem alterar a suscetibilidade individual, podendo levar a alterações fisiológicas

mensuráveis (AMORIM, 2003). Neste caso, a suscetibilidade é diferente para cada
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indivíduo, gerando respostas distintas a um mesmo estressor. Esse tipo de bioin-

dicador é responsável por indicar os processos que levam a variações de respostas

de um organismo ao longo do tempo, e entre exposição e efeito (BARRETT et al.,

1997).

Neste trabalho utilizamos biomarcadores de efeito, com o intuito de avaliar possíveis

alterações biológicas em decorrência de estresse ambiental em peixes coletados na ESEC

Carijós e entorno. Para isso foram utilizados, principalmente, parâmetros bioquímicos e

hematológicos, como forma de diagnóstico precoce e reversível (AMORIM, 2003).

2.2 ANÁLISES HEMATOLOGIA BIOQUÍMICADE PEIXES COMO BIOMARCADO-
RES

A hematologia é a ciência que estuda os aspectos anatômicos, fisiológicos e pato-

lógicos dos constituintes sanguíneos. O sangue é um tecido fluido, contido no sistema

cardiovascular de vertebrados, sendo responsável por diferentes funções: transporte de

proteínas, nutrientes gases e hormônios, manutenção do equilíbrio ácido-base, remoção de

resíduos metabólicos e outras funções relacionadas com a homeostase (SATAKE; PÁDUA;

ISHIKAWA, 2009).

O elemento fluido do sangue é designado de plasma e os elementos celulares forma-

dores do sangue são os eritrócitos, leucócitos e trombócitos (JAKOWSKA, 1959; DRU-

MOND et al., 2010). Usualmente, a hematologia está relacionada ao estudo das célu-

las sanguíneas, enquanto a bioquímica, é o estudo das substâncias presentes no plasma

(HOFFMAN et al. 2005).

Os eritrócitos são as células presentes em maior abundância no plasma. Em pei-

xes, essas células possuem forma ovalada, com núcleo centralizado e citoplasma acidófilo

(RANZANI-PAIVA et al., 2013). A presença de hemoglobina, uma metaloproteína con-

tendo grupamentos de ferro, confere a essas células uma coloração avermelhada. O ferro é

responsável por se ligar e transportar os gases O2 e parte do CO2 através do sistema cir-

culatório, contribuindo na manutenção do equilíbrio ácido-base. Os eritrócitos em peixes,

apresentam um padrão bem delimitado entre forma e tamanho. Entretanto, em condições

estressantes podem ser observadas mudanças nesses padrões em detrimento à liberação

de quantidades elevadas de células imaturas na corrente sanguínea, caracterizadas pela

coloração acinzentada do citoplasma (SILVA, 2010).

Os trombócitos em peixes são caracterizados como células multifuncionais, relacio-

nados não apenas a função de coagulação sanguínea, mas também na defesa do organismo.

Mesmo não sendo consideradas células de linhagem leucocitária, os trombócitos desempe-
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nham papel importante na fagocitose de patógenos (TAVARES-DIAS et al., 2002), além

de migrarem para regiões de foco inflamatório (MARTINS et al., 2008). Em relação a

morfologia celular, é possível descrever as mais diferentes formas, desde células elípticas,

arredondadas, ovais até fusiformes. Geralmente possui núcleo grande e pouco citoplasma,

podendo ser confundida com linfócitos (TAVARES-DIAS et al., 2002).

Leucócitos são descritos como células nucleadas, sem pigmentos, relacionadas com

a atividade imunitária do organismo, tendo como principal função a identificação, o com-

bate e a eliminação de infecções e detritos celulares (TAVARES-DIAS & MORAES, 2007;

SOPINKA et al., 2016). São representados por linhagens celulares distintas, caracteri-

zadas pela presença ou ausência de grânulos, propriedades de coloração e citoquímica

(SATAKE; PÁDUA; ISHIKAWA, 2009). Entre esses tipos celulares estão os monócitos,

linfócitos, neutrófilos, eosinófilos e basófilos (RANZANI-PAIVA et al.,2013; SOPINKA et

al., 2016). Em peixes teleósteos a hematopoiese é realizadas principalmente no rim cefá-

lico e no baço, uma vez que estes são desprovidos de medula óssea e linfonodos (BORGES,

2005; PIMPÃO, 2006).

Devido sua função, o sangue está constantemente em contato com diferentes tecidos e

órgãos, desta forma, qualquer disfunção sanguínea pode ter efeito grave sobre atividades

fisiológicas sistêmicas. Como resposta inversa, disfunções fisiológicas no corpo podem

ser determinadas através de alterações nos constituintes do sangue, sendo consideradas

como bons indicadores de desequilíbrio homeostático ocasionado por fatores endógenos

ou ambientais (GABRIEL; EZERI; OPABUNMI, 2004, AKINROTIMI; UEDEME-NAA;

AGOKEI, 2010). Além disso, ensaios hematológicos podem ser utilizados como métodos

complementares diagnóstico em episódios de doenças não infecciosas e infecciosas em

populações de peixes confinadas e de vida livre (BLAXHALL, 1972).

A análise dos constituintes bioquímicos do plasma sanguíneo refletem fielmente às

condições metabólicas dos tecidos animais, possibilitando a avaliação de alterações no fun-

cionamento de órgãos, como respostas adaptativas do animal diante desafios nutricionais

e fisiológicos (SHERIDAN & MOMMSEN, 1991). Desta forma, alterações fisiológicas em

nível bioquímico podem ser empregadas como no diagnóstico de doenças, além de repre-

sentarem as primeiras respostas às mudanças ambientais passíveis de serem detectadas e

quantificadas (BARTON, 2002; POTTINGER, 2008).

Dentre os parâmetros bioquímicos mais utilizados na toxicologia aquática estão as

análises de atividades enzimáticas séricas, devido sua capacidade de fornecer medidas

de disfunção orgânica. O aumento das concentrações séricas de enzimas pode ocorrer

em resposta a diferentes sitauções: 1) vazamento enzimático de uma célula com mem-

brana celular danificada; 2) aumento da produção de enzimas e vazamento da célula; 3)
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diminuição da depuração enzimática do sangue (HUGGETT et al., 1992).

Devido à complexidade dos mecanismos biológicos, o motivo pelo qual ocorre o

aumento das atividades das enzimas séricas não é específico. No entanto é sabido que

este aumento pode estar relacionado a danos ou disfunções teciduais, sendo utilizado

como método diagnóstico em diversos estudos patológicos e ambientais (CHENERY et

al. 1981; FOLMAR, 1993; DE LA TORRE; A SALIBIÁN; FERRARI, 2000; WAGNER;

CONGLETON, 2004; ÖNER; ATLI; CANLI, 2008).

A atividade de transaminases séricas, especificamente da aspartato aminotransferase

(AST) e alanina aminotransferase (ALT), tem sido amplamente utilizadas na toxicologia

de vertebrados como biomarcadores de disfunção orgânica específica, auxiliando no mo-

nitoramento da qualidade de água (ÖNER; ATLI; CANLI, 2008).

A AST é encontrada na matriz mitocondrial e citosol de células de diversos tecidos,

incluindo fígado, músculo esquelético, músculo cardíaco,

e rim (HUGGETT et al., 1992). A ALT também é uma enzima citosólica, encontrando-se

em maior quantidade em células do fígado. As aminotransferases são enzimas responsáveis

pelo metabolismo central de diferentes grupos de organismos, atuando na transferencia

de um grupo amino de um aminoácido para um cetoácido formando glutamato (COLES,

1974).

Além das transaminases, outras enzimas citosólicas são utilizadas como indicado-

res específicos de efeitos tóxicos em orgãos, dentre elas a isoenzima desirogenase lactica

(LDH), a qual fornece informações adicionais sobre o órgão afetado em peixes (ALMEIDA

et al., 2002; RAO, 2006). Esta enzima é responsável pela conversão de piruvato a lactato,

produto final da glicólise. O lactato está envolvido também no processo de respiração ce-

lular, mantendo os níveis de ATP e reduzindo a utilização de glicose. Desta forma, a

regulação de LDH reflete o metabolismo energético durante a exposição a diferentes con-

dições ambientais (ATLI et al., 2015).

Indicadores enzimáticos, muitas vezes não são encontrados em grandes quantidades

no plasma, a menos que tenha ocorrido alguma lesão física em órgãos, demonstrando

menor eficiência como indicador de estresse que não incluem danos teciduais (WAGNER;

CONGLETON, 2004). Neste sentido são necessárias análises complementares, como por

exemplo, componentes relacionados a estresse oxidativo . Poluentes de natureza química

ou orgânica como hidrocarbonetos aromáticos policíclicos, pesticidas organoclorados, bi-

fenis policlorados, metais pesados, entre outros, são comumente encontrados em efluentes

tratados e não tratados (MARTINEZ-ALVAREZ, MORALES & SANZ, 2005). Muitos

destes compostos possuem potencial oxidante, aumentando a vulnerabilidade celular a

danos por espécies reativas de oxigênio (ERO) (WINSTON & DI GIULIO, 1991; LACK-
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NER, 1998).

ERO são substâncias tóxicas geradas durante processos metabólicos aeróbicos, como

transporte de elétrons, reações de auto-oxidação, pelo grupamento heme de proteínas e

reações enzimáticas. Dentre os compostos gerados durantes esses processos estão o oxigê-

nio singlet (O1), o ânion superóxido (O2.-), o peróxido de hidrogênio (H2O2) e o radical

hidroxil (.OH) (LACKNER, 1998; ROSS et al., 2001; HALLIWELL & GUTTERIDGE,

2007).

Níveis exacerbados de ERO em decorrência de condições estressantes, causam danos

a proteínas celulares, lipídios de membrana e ácidos nucleicos, levando ocasionalmente a

apoptose celular e danos teciduais (JIANG; WOOLLARD; WOLFF, 1990; SEVCIKOVA,

2011; JEROME et al., 2017; KOVACIK, 2017). Os danos relacionados ao ataque de ERO

podem ser causadas por sua formação excessiva, e/ou ineficiência em sua interceptação

pelas defesas antioxidantes, gerando o chamado estresse oxidativo (JAVED, 2017; KO-

VACIK, 2017). Assim sendo, a quantificação de danos oxidativos, bem como das defesas

contra estes danos, são considerados como potenciais biomarcadores de poluição aquática

(AHMAD, PACHECO & SANTOS, 2006; KOVACIK, 2017).

Os mecanismos de defesas antioxidantes podem ser enzimáticos, ou não enzimáticos

(MARTINEZ-ALVAREZ, MORALES & SANZ, 2005; JAVED, 2017). Dentre as enzimas

responsáveis por manter o estado redox da célula em equilíbrio estão a superóxido dismu-

tase (SOD), a peróxido de hidrogênio a (H2O2), glutationa peroxidase (GPx) e catalase

(CAT) (FELTON, 1995; ROSS et al., 2001; JAVED, 2017).

Dentre as defesas não enzimáticas estão as vitaminas A, C e E, ácido lipóico, carote-

nóides e o tripetídeo glutationa (GSH) (FELTON, 1995; MARTINEZ-ALVAREZ, MORA-

LES & SANZ, 2005). A GSH é um tripeptídio formado por γ-l-glutamil-L-cisteinil-glicina,

a qual é sintetizada por reações mediadas pelas enzimas glutamato cisteín ligase e glu-

tationa sintetase (MEISTER; ANDERSON, 1983). A GSH atua como um importante

agente antioxidante, sequestrando e eliminando radicais livres, como ERO, e moléculas

endógenas com grupo funcional carbonila, contribuindo na manutenção do estado redox

celular (KALININA; CHERNOV; NOVICHKOVA, 2014). A GSH pode atuar também

como doador de elétrons para a enzima GPx, a qual é responsável por converter H2O2 em

água (KALININA; CHERNOV; NOVICHKOVA, 2014). A concentração de GSH sérica

pode variar em peixes expostos a contaminantes, onde o declínio de sua concentração está

relacionado com uma reação de estresse agudo, enquanto o aumento de GSH representa

uma resposta crônica adaptativa ao aumento da atividade de detoxificação VAN DER

OOST et al. (2003).

Estresse pode ser definido como um conjunto de respostas fisiológicas que visam
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Figura 1: Classificação das respostas adaptativas frente a diferentes estressores. Interações entre estres-
sores e respostas conforme indicado pelas setas. Adaptado de Barton (2002).

manter, ou restabelecer, um metabolismo normal diante uma causa ambiental ou fisio-

lógica (SELYE, 1950). A resposta ao estresse é tida como um mecanismo adaptativo,

o qual possibilita aos organismos enfrentar ou distinguir o estressor, a fim de manter a

homeostasia. Entretanto, se a intensidade do estressor é demasiadamente forte ou pro-

longada, as respostas fisiológicas a esse estresse podem ser prejudicadas, acarretando em

prejuízos à saúde e bem estar do animal (BARTON & IWAMA, 1991; PICKERING &

POTTINGER, 1995; CHROUSOS, 1998; BARTON, 2002).

A resposta fisiológica a estressores pode ser classificada como primária, secundária e

terciária (figura 1). A primária consiste na liberação de hormônios corticosteróides e cate-

colaminas. A resposta secundária está relacionada com os efeitos e ações imediatos desses

hormônios, tanto a níveis sanguíneos como teciduais, levando ao aparecimento de sinto-

mas sistêmicos, como aumento da frequência cardíaca e absorção de oxigênio. A resposta

terciária é observada em nível de população, refletindo no tamanho dos indivíduos, re-

produção e resposta imune (BARTON & IWAMA, 1991; PICKERING & POTTINGER,

1995; BARTON, 2002).

O estresse agudo é caracterizado como a primeira resposta de um organismo a uma

condição estressante. Este primeiro momento é marcado pela ativação do sistema endó-

crino, com libertação de catecolamina, glicocorticoides e hormônios epinefrina e norepi-

nefrina, os quais são relacionados à resposta de luta ou fuga (REID; BERNIER; PERRY,

1998; BARTON, 2002).
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Durante o estresse prolongado ou crônico, ocorre a interação entre sistemas endócri-

nos e teciduais, atuando em processos de síntese e degradação de proteínas, triglicerideos,

glicogenio, com o objetivo de mobilização de energia. Os níveis de diversos nutrientes são

afetados durante o estresse, devido à liberação dos mesmos por tecidos de armazenamento

e/ou pela sua captação e utilização por tecidos. A mobilização em reservas de energia é

necessária para manter a homeostase durante os desafios fisico-químicos enfrentados por

peixes e outros vertebrados. Neste caso, a concentração de biomoleculas relacionadas a

metabolismos energéticos no plasma podem ser biomarcadores úteis no monitoramento

de condições estressantes em peixes.

As reservas energéticas são realizadas durante os períodos em que a ingestão de nu-

trientes excede o necessário para a manutenção do organismo. Nestes casos, os nutrientes

sobressalentes são estocados no fígado em forma de glicogênio ou lípidios (POLAKOF

et al., 2012; ZHOU et al., 2014). Os níveis de armazenamento de glicogênio podem ser

influenciados tanto pela dieta (BAYNE 1973), quanto por condição reprodutiva e estação

do ano (OTTOLENGHI; PUVIANI; BRIGHENTI, 1981).

O glicogenio é um polímero ramificado de resíduos de glicose e, para a maioria dos

animais, representa a forma de armazenamento de glicose mais rapidamente mobilizável

(BERG; TYMOCZKO; STRYER, 2002). Em vertebrados, glicogenio é formado pelo

processo de glicogenese, principalmente no figado e no musculo (ADEVA-ANDANY et al.,

2016; AUGUSTYN et al., 2016). Tanto a síntese quanto a depleção de glicogenio, pode

ocorrer em resposta ao estresse induzido por substancias tóxicas (BHAGYALAKSHMI;

REDDY; RAMAMURTHI, 1984), como metais (ARILLO ET AL. 1982; GILL E PANT

1983; CHAUDHRY; 1984) e compostos orgânicos (MURTY E DEVI 1982; VERMA et

al. 1983; SOMAIAH et al. 2014).

Durante condições severas de estresse, proteínas também podem ser recrutadas como

fonte de energia, embora esta não seja sua finalidade principal (JAVED; USMANI, 2015;

MARQUEZE et al., 2017). As concentrações de proteínas no corpo e no plasma de

vertebrados podem ser influenciadas por diversos fatores endógenos e ambientais como:

hormônios, fotoperído (NEVES et al., 2015), hipóxia, sexo, (MELO, 2008; MELO et al.,

2009), patologias, alimentação, habitat, idade, sazonalidade (PATRICHE; PATRICHE;

TENCIU, 2009), salinidade, temperatura (PEYGHAN; KHADJEH; ENAYATI, 2014)

e contaminantes como metais pesados (GOPAL; PARVATHY; BALASUBRAMANIAN,

1997). A determinação de proteínas sintetizadas principalmente no fígado podem ser

empregadas também como indicador de insuficiência hepática (ATLI et al., 2015). Desta

forma, a avaliação de proteínas do plasma são utilizadas como indicadores de estresse e do

estado nutricional de organismos aquáticos, fornecendo informações sobre os níveis atuais
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de mobilização de reservas energéticas (WAGNER; CONGLETON, 2004; CONGLETON;

WAGNER, 2006).

A determinação de lipídios séricos totais compreende as análises conjuntas de coles-

terol, fosfolipídios e triglicérides (JAVED, 2017). Disfunções hepáticas e a perturbações

do metabolismo lipídico favorecem a elevação desses componentes (SACHAR; RAINA,

2014). Além disso, os lipídios são importantes componentes estruturais das membranas

celulares, de modo que a degeneração dessas membranas poderia ser outra possível causa

de sua elevação (VAN MEER; VOELKER; FEIGENSON, 2008; JAVED, 2017).

A implementação de biomarcadores bioquímicos em programas de monitoramento

ambiental apresenta vantagens, principalmente por sua sensibilidade e capacidade em

detectar as primeiras respostas fisiológicas de um organismo exposto a contaminantes,

além da alta especificidade, baixo custo de análise, e fornecimento de informações acerca

das vias metabólicas de xenobióticos (STEGEMAN et al., 1992).

2.3 DANOS GENOTÓXICOS E MICRONÚCLEOS (MN)

A contaminação de ecossistemas aquáticos costeiros, em todo o mundo, está re-

lacionada ao lançamento de efluentes domésticos, industriais e oriundos de atividades

agrícolas, gerando efeitos adversos em diversas populações de organismos (AL-SABTI &

METCALFE, 1995; OHE et al., 2004; AIROLDI & BECK, 2007; AZZURRO et al., 2010;

JAVED et al., 2017).

Os efluentes são caracterizados como misturas complexas de origem química ou bio-

lógica, oriundos de atividade humana (CASTILLO et al., 2001; ARCHELA et al., 2003).

Nestas misturas são encontrados diferentes compostos potencialmente tóxicos e muta-

gênicos, como metais, pesticidas, hidrocarbonetos policíclicos aromáticos, entre outros

(RANK & NIELSEN, 1998; GRISOLIA & STARLING, 2001; CARDOZO et al., 2006).

Nem sempre as substâncias tóxicas liberadas na água provocam um efeito agudo aos orga-

nismos aquáticos expostos, entretanto, são observados efeitos secundários relevantes como

acumulação de contaminantes persistentes, danos genéticos a células somáticas e germi-

nativas, doenças como neoplasias, danos teciduais e câncer (MYERS et al., 1998; WHITE

& RASMUSSEN, 1998; OSMAN et. al. 2011).

A avaliação de efluentes domésticos são geralmente realizadas através da caracteri-

zação dos componentes abióticos presentes nestas misturas, entretanto, o emprego deste

tipo de metodologia, de forma isolada, não é capaz de fornece informações sobre o po-

tencial efeito dos contaminantes nos organismos vivos. Por esse motivo, são utilizados

diferentes organismos teste, inclusive peixes teleósteos, como sentinelas em programas
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de monitoramento de impactos antrópicos (HOOFTMAN; RAAT, 1982; AL-SABTI &

METCALFE, 1995; MYERS et al., 1998; DIZER et al., 2002; CASELLAS et al., 2009).

A importância do emprego de peixes em estudos de toxicologia aquática está relaci-

onado à sua sensibilidade a exposição a baixas concentrações de substâncias mutagênicas,

assim como, seu potencial de bioacumulação de substâncias genotóxicas (STORM; ROZ-

MAN; DOULL, 2000; ELIA et al., 2006; DEUTSCHMANN et al., 2016). Os peixes são

capazes de acumular compostos tóxicos diretamente da água contaminada ou indireta-

mente através da ingestão de outros organismos contaminados (ODUM, 1988). Desta

forma, a contaminação por agentes genotóxicos pode ser disseminada entre organismos

através da cadeia trófica, prejudicando todo o ecossistema, afetando inclusive os seres hu-

manos (DE FLORA; BAGNASCO; ZANACCHI, 1991; MIRANDA, 2002; MATSUMOTO

et. al., 2006).

Dentre os métodos mais utilizadas para a avaliação de danos mutagênicos em peixes,

causado por substâncias xenobióticas, está o teste de micronúcleo, o qual tem servido como

índice de danos citogenéticos por mais de 30 anos (AL-SABTI, 1986; DAS; NANDA, 1986;

HOSE et al., 1987). Esse teste foi descrito primeiramente em eritrócitos de medula óssea

de camundongos por Boller e Schimid, em 1970, e posteriormente, em 1982 Hooftman e

Raat aplicaram o teste de MN em eritrócitos do sangue periférico de peixes.

A análise de MN realizada em órgãos hematopoiéticos refletem danos ocorridos du-

rante um ciclo celular, enquanto que, micronucleados da circulação periférica refletem

eventos que ocorreram durante o tempo equivalente à vida do eritrócito na circulação

(SCHLEGEL & McGREGOR, 1982). A elevada taxa mitótica dos tecidos hematopoié-

ticos proporciona uma rápida resposta a exposição de agentes genotóxicos, ocasionando

danos cromossômicos no sangue periférico (BOLOGNESI et. al., 2006).

A aplicação do teste de MN em eritrócitos tornou-se bastante popular, uma vez que,

uma gota de sangue contem milhares de células disponíveis para avaliação (UDROIU,

2006). Estudos recentes com peixes, coletados em campo e cultivados em laboratório,

demonstram que estas células sanguíneas possuem alta incidência de MN após exposição

a diferentes tipos de poluentes (BOLOGNESI et. al., 2006; OSMAN, 2014). Neste caso,

a produção MN, pode estar associada a danos no DNA relacionado ao estresse oxidativo

provocado pela produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) durante a metabolização

de poluentes (HASUE, 2017).

Os MN são caracterizados como corpúsculos de cromatina envoltos por membrana

nuclear, os quais não foram inseridos ao núcleo principal das células filha durante a divi-

são celular (SCHMID, 1975). Os MN são formados pela condensação dos cromossomos

acêntricos (fragmento de cromossomos) e/ou de cromossomos inteiros, que não migraram
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para os polos dos fusos durante a mitose (AL-SABTI & METCALFE, 1995; OSMAN,

2014). Durante a telófase, os fragmentos de cromátides são envoltos por uma membrana

nuclear, podendo formar um ou múltiplos MN no citoplasma da célula (VON LEDEBUR;

SCHMID, 1973; AL-SABTI & METCALFE, 1995;). Essas estruturas são visivelmente se-

paradas do núcleo principal, equivalente a 1/10 a 1/30 de seu tamanho, revelando bordas

distinguíveis em peixes.

O procedimento de contagem dos MN é realizado por meio da análise de duas mil

células com membrana e citoplasmas íntegros, descartando-se aquelas sobrepostas (AL-

SABTI & METCALFE, 1995). Estes corpúsculos são apenas visualizados em células que

sofreram danos cromossômicos e que passaram ao menos por uma divisão celular (SCH-

MID, 1975; TOLBERT; SHY; ALLEN, 1992). Após formados, tendem a ser irreversíveis,

podendo ser repassados para as gerações futuras de células (WURGLER & KRAMERS,

1992; OBIAKOR et al., 2012).

As mudanças morfológicas nucleares, detectadas através do teste de micronúcleo,

tem sido utilizado em estudos de monitoramento ambiental, principalmente por sua efi-

cácia em identificar agentes aneugênicos (segregação cromossômica anormal) e agentes

clastogênicos (quebra de cromossomos) (FENECH, 2000). As informações obtidas em

relação ao genótipo e citotoxicidade, são importantes indicadores de impactos de conta-

minantes em ecossistemas aquáticos, por estar diretamente relacionado com problemas

de saúde, fertilidade e ciclo de vida de organismos envolvidos STEINERT et al., 1998;

THEODORAKIS et al., 2000).

Hose et. al (1987), através de sua pesquisa, verificaram mudanças nucleares signifi-

cativas em células sanguíneas de peixes capturados em áreas poluídas. Eles relacionaram

essas mudanças a efeitos genotóxicos de substâncias químicas presentes na água. Com

este trabalho os autores também concluíram que o teste de MN pode ser aplicado a qual-

quer espécie de peixe, independente de suas características cariotípicas, além de ser um

método rápido de ser executado, fácil, e barato, demonstrando um excelente potencial

como indicador de contaminação química de peixes.

2.4 DESCRIÇÃO FAMÍLIA MUGILIDAE

Os peixes da família Mugilidae (Ordem Mugiliformes) possuem vasta distribuição ao

redor do mundo, ocorrendo em ambientes de zonas costeira (ZC) de águas tropicais, sub-

tropicais e temperados (MENEZES, 1983; ANDRADE-TALMELLI et al. 1996; NELSON,

2006). Em detrimento da diversidade de ambientes que compreendem as ZC, os indiví-

duos dessa família são considerados, em geral, diádromos catádromos (ZYDLEWSKI &
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WILKIE, 2012), podendo alternar seu habitat entre os ambientes estuarinos, marinhos e

de água doce dependendo da fase do ciclo de vida (MENEZES, 1983; MARIANI 2001).

A maioria dos mugilídeos são apontados como indivíduos oportunistas (POTTER

et al. 2015) tendo em vista sua versatilidade e capacidade de adaptação a uma gama de

variações ambientais costeiras como turbidez, salinidade, sedimentação, oxigênio dissol-

vido e temperatura (WHITFIELD et al. 2012). Esta elevada capacidade de adaptação

está vinculada não apenas a flexibilidade fisiológica desses animais, mas também a sua

posição na cadeia trófica e profusão de recursos alimentares disponíveis nestes ambientes

(CROSETTI & BLABER, 2016). Entretanto, se a conexão entre o estuário e o ambi-

ente marinho for prejudicada, a abundância e pluralidade de mugilídeos neste ecossistema

apresentará um declínio expressivo (VIVIER et al. 2010).

As espécies pertencentes a família mugilidae são caracterizados como animais de

médio a grande porte, com comprimento padrão variando entre 30 e 120 cm. O corpo

é alongado com formato subcilindrico, parcialmente comprimido posteriormente. A co-

loração é geralmente escura variando entre azul, marrom, oliva. Podem ser também

acinzentados ou esverdeados dorsalmente, dependendo da espécie e habitat. As partes

ventrais e laterais são prateadas ou amarelo-pálido. Na porção lateral há presença de

listras que se destacam, dispostas alinhadas em filas de escamas transversais (FISCHER

et al., 2011).

Os arcos branquiais são comumente longos, integrando um sistema adaptado para

uma alimentação de filtro (Fig.2) (HARRISON & SENOU, 1999; HARRISON, 2002;

NELSON, 2006). Graças a este aparelho de alimentação sofisticado os mugelídeos foram

capazes de desenvolver hábitos alimentares variados, podendo ser caracteriazados como

planctofagos, mas preferencialmente iliofagos bentofagos (FAYE et al. 2011), filtrando,

concentrando e ingerindo grandes quantidades de matéria orgânica do sedimento (ODUM

1968; BLABER, 1976; LAFFAILLE et al. 2002; LIN et al. 2007; PAEQUAUD et al.

2010).

O modo de alimentação especializado desses animais está estritamente relacionado

com os ecossistemas de sedimentos ricos em matéria orgânica, como ZC abrigadas, es-

tuários e cursos inferiores de rios. Nestes habitats, a matéria orgânica está presente na

porção superior do sedimento (ODUM 1970; BLABER, 1977; ODUM, 1988; CARDONA,

2001).

Em relação às características reprodutivas, os mugilídeos são classificados como diói-

cos ou gonocóricos. Neste tipo de reprodução, os sexo são separados em indivíduos dis-

tintos (macho e fêmea), dando origem a descendentes formados pela união de gametas

originados dos dois progenitores (KLUG et al., 2010). Entretanto, não há dimorfismo
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Figura 2: Modelo ilustrativo das principais características morfológicas dos mugilídeos. É possível
observar duas nadadeiras dorsais curtas, duas peitorais localizadas na metade superior do corpo, duas
pélvicas e uma anal e uma caudal. No estomago destacam-se as regiões da moela e do ceco polórico. As
escamas são ilustradas destacando seu formato e direcinamento. Adaptado de Harrison & Senou (1999).

sexual, sendo muito difícil distinguir através de parâmetros externos o sexo desses ani-

mais. A diferenciação dos sexos ocorre então, através da análise de dois tipos de gônadas:

ovários e testículos. Na maioria das espécies, o desenvolvimento das gónadas ocorre a par-

tir de uma gônada indiferenciada, diretamente do testículo ou ovários, o que caracteriza

essas espécies como gonocóricas primárias ou gonocóricas diferenciados (KOBAYASHI;

NAGAHAMA; NAKAMURA, 2013). Os mugelídeos são ovíparos, liberando os gametas

diretamente na água (normalmente em águas costeiras), com fertilização e desenvolvi-

mento externos (CROSETTI & BLABER, 2016).

Os mugilídeos, passam por diferentes estágios durante seu ciclo de vida. O primeiro

estágio é caracterizado como a fase de ovo, o qual se refere ao óvulo fertilizado em de-

senvolvimento. Após a eclosão do ovo inicia-se a fase larval, onde ocorrem mudanças

morfológicas, principalmente em ossos localizados na cabeça e hábitos alimentares autô-

nomos. Esta fase estende-se até o crescimento de espinhos e raios moles nas nadadeiras

(BLAXTER, 1988). O estágio larval vitelino começa na eclosão do ovo e termina quando

o saco vitelino é absorvido (MILLER & KENDAL, 2009).

Os indivíduos juvenis, normalmente se assemelham aos adultos em todos os aspectos

fundamentais, restando apenas a aquisição de proporções corporais adultas, pigmentação



31

e hábitos (BLAXTER, 1988). Além disso, está vinculada a esta etapa o desenvolvimento

completo dos raios das nadadeiras, ossificação completa do esqueleto, substituição dos

órgãos temporários por órgãos definitivos (BALON, 1975; COHEN, 1984), terminando

na maturação sexual completa (MEDSUDMED, 2011). A maturação gonadal completa e

crescimento da espécie M. liza na costa brasileira e Argentina, ocorrem entre os períodos

de janeiro a abril, corroborando com os valores elevados de Índice gonadossomático (IGS)

e crescimento alométrico, encontradas em tainhas neste período (GONZÁLEZ-CASTRO

et al., 2009; GARBIN et al., 2013). Para Mugil curema, este período foi observado mais

intensamente entre os meses de setembro e outubro (ALBIERI, 2009).

O incremento dos juvenis em escala é influenciado por diferentes fatores bióticos

e abióticos. Entre os principais fatores abióticos condicionantes estão a temperatura e

a salinidade. O crescimento dos mugilídeos torna-se aparente quando a temperatura é

superior a 10ºC, indicando uma característica de crescimento dependente de mudanças

sazonais (CROSETTI & BLABER, 2016). Diferentes níveis de salinidade podem afetar

o crescimento e a ingestão de alimentos de indivíduos juvenis (BLABER, 1987). Este

fato ocorre, provavelmente porque a taxa de digestão é considerada mais lenta em baixas

salinidades, fazendo com que os indivíduos consumam menos alimentos (DE SILVA &

PERERA, 1976).

Por outro lado, um aumento substancial na salinidade também afeta o crescimento

de espécies de peixes eurialinos, principalmente, devido a grande quantidade de energia

desviada em processos homeostáticos, como a osmorregulação (CARDONA, 2006). Sendo

assim, é necessário que os indivíduos se encontrem em níveis ótimos de salinidade, onde

serão encontradas as maiores taxas de crescimento, com o menor custo energético. Juvenis

da espécie M. curema apresentam maior taxa de sobrevivência em salinidade de 8,5,

onde o consumo de oxigênio é menor (menor taxa metabólica de compensação) quando

comparado a salinidade de 1,7, por exemplo (FANTA-FEOFILOFF et al., 1986).

Em ambientes naturais, estes e outros fatores, estão relacionados à distribuição de

espécies selvagens nos ambientes (BLABER, 1987). Essa diferença também é observada

em indivíduos da mesma espécie que não se encontram na mesma fase do cilo de vida.

Adultos e juvenis nem sempre ocorrem nos mesmos locais, em detrimento de suas diferen-

tes capacidades osmorregulatórias e alimentares (LUCAS & BARAS, 2001; ZYDLEWSKI

& WILKIE, 2012).

Durante o estágio juvenil, os indivíduos da família mugilidae permanecem nos es-

tuários e ecossistemas costeiros de rios e lagos, entretanto, assim que a maturação das

gônadas é iniciada estes animais migram para o mar, onde ocorre o término da maturação

sexual, reprodução e desova (SILVA, 1980). Este fato pode estar relacionado com as ori-
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gens marinhas da família mugilidae, mas também com as condições relativamente estáveis

de OD (THOMAS, 2009), temperatura e salinidade (VAN DER HORST & ERASMUS;

1981; WALSH et al., 1991), quando comparadas ao ambiente estuarino. Além disso, a

profundidade do local de desova parece ser um fator importante para desenvolvimento do

embrião, uma vez que, os ovos depositados no sedimento, apresentam uma redução na

taxa de sobrevivência (KUO et al., 1973).

No litoral de Santa Catarina e Paraná, a desova de espécies de mugilídeos como

M. liza, ocorre no mês de junho (com intervalo de maio a agosto), quando ocorre um

deslocamento de temperatura entre 19 e 21ºC ao longo da costa (GONZÁLEZ-CASTRO

et al., 2011; LEMOS et al., 2014). Entretanto segundo Lemos et al. (2014), esse fenô-

meno está relacionado também a outras condições oceanográficas como salinidade (de 32

a 35) e profundidade (cerca de 50 m). Para M. curema, a desova no litoral brasileiro,

ocorre principalmente nos meses de novembro e dezembro (ALBIERI, 2009). Estudos

demonstram que, posteriormente a desova, ocorre uma diminuição acentuada dos fatores

alométricos de condição, estando relacionado ao gasto energético exigido durante as ativi-

dades migratórias e reprodutivas (ISAAC-NAHUM & VAZZOLER 1983; LEMOS et al.,

2014)

Após a desova e eclosão dos ovos, ocorre o desenvolvimento das larvas na zona de

surf (Fig.3) e, após três meses, estes são consideradas como juvenis iniciais (COLLINS &

STENDER, 1989; STRYDOM & D’HOTMAN, 2005). Estes juvenis então migram para as

áreas estuarinas, como resultado de interações complexas entre processos hidrodinâmicos,

sucesso de desossava, pré-recrutamento e mortalidade (TRAPE et al., 2009). Esse tipo

de migração é comumente denominado de recrutamento. Segundo James et al. (2008), o

processo de recrutamento de juvenis para viveiros e estuários poderia estar sendo guiado,

primariamente, por pistas olfativas, as quais servem como estímulos sensoriais. Condições

ambientais como OD, alcalinidade e a presença de nitratos dissolvidos, possuem efeito

no recrutamento, podendo inibir a entrada dos indivíduos no estuário (CROSETTI &

BLABER, 2016).

A ampla distribuição, abundância e alta biomassa dos mugilídeos, está diretamente

relacionada a esta fase estuarina (WHITFIELD et al., 2012). As populações de mugi-

lídeos exercem papel relevante no fluxo de matéria orgânica entre ZC e marítimas em

todo o mundo (LEBRETON et al., 2011), devido ao seu hábito alimentar detritívoro e

disponibilidade de proteína de alta qualidade para predadores de topo (WHITFIELD et

al. 2012).

Dentre as espécies de mugilídeos distribuídas ao longo das zonas estuarinas costeiras,

as mais recorrentes nas regiões do Sul e Sudeste do Brasil, são as espécies Mugil curema
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Figura 3: Modelo esquemático representando as fases do ciclo de vida dos mugilídeos. Eclosão e desenvol-
vimento das larvas na zona de surf. Recrutamento dos alevinos para áreas estuarinas. Desenvolvimento e
maturação sexual dentro dos estuários. Retorno ao oceano no período reprodutivo. Adaptado de Crosetti
& Blaber (2016).
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(Fig. 4) e M. liza (Fig. 5) (MENEZES, 1983).

Figura 4: Exemplar de M. curema. Fonte: Autoria própria.

Figura 5: Exemplar de M. liza. Fonte: Autoria própria.

A espécie M. curema é mais encontrada durante o verão e outono, associado a águas

mais quentes e salgadas. Já M. liza, é o oposto, concentrando as maiores capturas nos

períodos de final de inverno e começo de verão (VIEIRA, 1991).

Em detrimento da ampla distribuição dos mugilídeos, estes animais são considerados

ecologicamente e econômica importantes (NASH & SHEHADEH, 1980; NELSON, 2006;

DURAND et al., 2012), sendo explorados em todas as regiões onde ocorrem (RANZANI-

PAIVA & ISHIKAWA, 1996). Constituem provavelmente a pesca comercial mais profusa
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em águas costeiras do mundo, concebendo uma parte importante da dieta humana (ME-

NEZES, 1983), chegando a atender aos requisitos de proteína de subsistência em diversos

países.

Além da pesca, os mullets também são cultivados em muitas regiões em sistemas ex-

tensivos, semi-intensivos e intensivos representando uma produção relevante. Entretanto,

mesmo estando entre as espécies de peixes marinhas cultivadas por mais tempo, sua cul-

tura intensiva não se desenvolveu plenamente, em razão de seu valor de mercado, falta

de compreensão acerca das características biológicas e de manejo (EMBRAPA, 2014), e

sustentabilidade das espécies selvagens. Isto porque a base das culturas de mugilídeos,

ainda utilizam alevinos coletados na natureza por não haver práticas de desova induzidas a

níveis de produção comercial (CROSETTI & BLABER, 2016). Neste sentido aquicultura

depende essencialmente da saúde do ambiente e dos ecossistemas nos quais está inserida,

compreendendo que a preservação ambiental é parte do processo produtivo. Desta forma,

é importante o monitoramento tanto dos ambientes naturais desta espécie quanto os de

cultivo (PINTO-COELHO; HAVENS, 2015).

No Brasil, o cultivo de tainhas tem sido realizado em diversos estados, como Per-

nambuco, São Paulo, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Para isso, foram utilizadas

estratégias de cultivo diferentes, com o emprego de viveiros naturais e não naturais (GO-

DINHO et al. 1988). Devido às dificuldades supracitadas, nenhum cultivo foi bem suce-

dido. Entretanto, atualmente a Universidade Federal de Santa Catarina, com apoio de

órgãos empresariais e governamentais, realiza projetos visando o desenvolvimento e apri-

moramento de reprodução, maturação, larvicultura e cultivo de mugilídeos em cativeiro,

tornando sua exploração mais viável e sustentável (EPAGRI, 2015).

2.5 REGISTRO DE DADOS BIOMÉTRICOS

2.5.1 IGS e IHS

O registro de dados biométricos e morfológicos são considerados como importantes

parâmetros em diversas pesquisas sobre monitoramento ambiental aquático relacionados

a presença de poluentes (POLEKSIC & MITROVIC-TUTUNDZIC, 1994; SCHWAIGER

et al., 1997; PACHECO & SANTOS, 2002).

A introdução de contaminastes na água gera uma condição de estresse para os or-

ganismos aquáticos, prejudicando suas capacidades de captura e absorção de alimento

(GODIN, 1997), além de alterar a dinâmica de estoque e mobilização de reservas energé-

ticas (KEBUS et al., 1992). Nestas circunstâncias podem ocorrer modificações nas taxas
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de crescimento e reprodução desses indivíduos (SOPINKA et al., 2016).

Diminuição no crescimento indica que, menos energia está disponível para a repro-

dução, que por sua vez, leva a redução da abundância e da riqueza de espécies (ENVI-

RONMENTAL PROTECTION DEPARTMENT, 2005). Segundo Pankhurst & Van der

Kraak (1997), a redução da taxa de crescimento é tida como um bom indicador de estresse

ambiental.

Dentre os parâmetros mais aplicados em estudos biometricos estão: índices somá-

ticos do fígado, ou índices hepatossomáticos (IHS), associado a possíveis desordens he-

páticas, o índice gonadossomático, utilizado usado para estimar a condição reprodutiva

através da avaliação da gônada e o fator de condição (K), que avalia as condições gerais

do organismo (ENVIRONMENTAL PROTECTION DEPARTMENT, 2005).

O IHS é definido como a relação do peso do fígado e peso corporal, estando asso-

ciado com o estoque de energia de um organismo. Em circunstâncias onde o ambiente

encontra-se pobre em nutrientes, o peixe normalmente apresenta um fígado menor (EN-

VIRONMENTAL PROTECTION DEPARTMENT, 2005). Além disso, este índice pode

ser utilizado como indicador de período reprodutivo, em detrimento da sua função de

mobilização de reservas necessárias para a vitelogênese, reprodução ou preparação para o

período de inverno (QUEROL; QUEROL; GOMES, 2002).

Já o IGS é a relação do peso das gônadas e peso corporal. Normalmente é utili-

zado em estudos para determinar as condições reprodutivas do indivíduo. A reprodução é

considerada a fase mais crítica no ciclo de vida de uma espécie, pois determina sua sobre-

vivência (SOPINKA et al., 2016). Desta forma, o IGS é um parâmetro importante, sendo

usualmente empregado como indicativo de sucesso reprodutivo, além de refletir a quali-

dade ambiental em que o organismo está inserido (ENVIRONMENTAL PROTECTION

DEPARTMENT, 2005; SOPINKA et al., 2016).

Os IGS e IHS de forma conjunta podem ser empregados para calcular valores de

reserva energética, período reprodutivo, maturação gonadal e fator de condição. Estes

índices podem ser calculados da seguinte forma:

IGS =

(
peso das gônadas

peso total

)
× 100 (2.1)

IHS =

(
peso das fígado

peso total

)
× 100 (2.2)

De maneira geral, o IHS tende a acompanhar a condição corporal, enquanto o IGS

tende a aumentar com a chegada do período reprodutivo. Variações desses parâmetros
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podem ser empregados como indicativos de mudanças no estado de saúde dos peixes, e

possíveis efeitos tóxicos de poluentes (BARRETT et al., 2015).

2.5.2 Fator de condição (K)

A associação entre as medidas de comprimento e peso corporal possibilita calcular

o K, o qual indica o grau de bem estar do peixe frente ao meio em que vive (FUR-

LEY; PERÔNICO, 2015). Este índice é amplamente empregado em estudos de bio-

logia pesqueira e monitoramento ambiental (GOMIERO & BRAGA, 2003; ARAÚJO;

FLYNN;PEREIRA, 2011; FURLEY; PERÔNICO, 2015), uma vez que reflete condições

nutricionais e gasto de reserva energéticas relacionados a aspectos comportamentais e

ambientais (VAZZOLER, 1996; GODIN, 1997). Permite também a comparação entre

populações de peixes expostas a diferentes condições de temperatura, clima, densidade e

qualidade da água (AGOSTINHO et al., 1990; GOMIERO & BRAGA 2003, 2005, 2006).

Segundo Le-Cren (1951), o K pode ser calculado de três formas: 1) Método isomé-

trico (fator de condição de Fulton) (Eq. 2.3), 2) Método alométrico (Eq.2.4). Na expressão

“b” corresponde ao coeficiente angular da regressão entre W/L (Eq. 2.5) (W é o peso e L é

o comprimento total e a e b são estimativas dos parâmetros de correlação) (VAZZOLER,

1996). 3) Método relativo (Kn) ou de Le-Cren (Eq. 2.6). Neste caso o Kn é dado através

do quociente entre o peso empiricamente registrado (Wt) e o peso teoricamente esperado

(We) para um dado comprimento.

K =
W

L3
(2.3)

K =
W

Lb
(2.4)

W = aLb (2.5)

Kn =
Wt

We

(2.6)

Uma espécie possui um fator de condição isométrico quando seu peso aumenta de

forma proporcional ao seu comprimento, refletindo em um valor de b=3. Valores de b

superiores a 3 (crescimento alométrico positivo), indicam um aumento de comprimento

mais acentuado em relação ao peso total. Entretanto, quando os valores de b forem

menores que 3 (alométrico negativo), o crescimento maior é observado no peso (JOBLING,
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2002).

Mudanças nos valores de b, podem estar vinculados a diferentes condições ambientais

e estados de nutrição entre regiões, exercendo uma pressão seletiva frente às populações

(PATIMAR, 2008). Segundo Furley & Perônico (2015), um alto fator de condição está

associado a um ambiente de qualidade, e um baixo fator de condição a uma má qualidade

ambiental.

No presente trabalho utilizamos o método alométrico (Eq.2.4) para estimar o fator de

condição das espécies M. liza e M. curema, tendo em vista que, este método demonstrou-

se mais eficaz, levando em consideração as diferenças nas relações peso-comprimento das

espécies de peixe, além de evidenciar com mais clareza mudanças nas condições ambientais

(VAZZOLER, 1996; ROCHA; RIBEIRO;MIZUBUTI, 1997; ARAÚJO;FLYNN;PEREIRA,

2011).

A relação peso-comprimento é bastante utilizada por ser uma maneira fácil e rápida

de caracterizar o crescimento, sem levar em consideração a idade do animal (SOPINKA

et al., 2016). Tem sido empregue na conversão de comprimento em peso, estabelecendo-se

o comprimento, e vice versa (NOMURA, 1962), além de ser uma das etapas para o estudo

do fator de condição (COSTA & ARAÚJO, 2003; GOMIERO; VILLARES; BRAGA,

2010) e servir como parâmetro no estudo da biomassa em estimativas de populações de

cativeiro e naturais (RICKER, 1975).
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3 OBJETIVOS

• Avaliar a aplicabilidade de parâmetros hematológicos e bioquímicos das espécies

M. liza e M. curema, como ferramentas no monitoramento da qualidade ambiental

aquática na Estação Ecológica de Carijós.

3.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

• Determinar as concentrações de hematócrito, hemoglobina, leucócitos, trombócitos,

volume corpuscular médio, hemoglobina corpuscular média e presença de micronú-

cleo no sangue de peixes das espécies M. liza e M. curema.

• Determinar as concentrações de glicose, proteínas, triglicerídeos, GSH e as ativida-

des das enzimas AST, ALT, LDH no soro da espécie Mugil liza.

• Avaliar as diferenças hematológicas e bioquímicas entre os peixes coletados in situ,

na ESEC Carijós e os peixes provenientes de tanques de cultivo.

• Avaliar a existência de possíveis correlações entre os parâmetros hematológicos, bi-

oquímicos e biométricos frente aos diferentes ambientes naturais e de cultivo.
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4 MATERIAIS E MÉTODOS

4.1 ÁREA DE ESTUDO

A Estação Ecológica de Carijós (ESEC Carijós), é unidade de conservação de prote-

ção integral, que têm como objetivo a preservação da natureza e a realização de pesquisas

científicas, sendo proibida a visitação pública, exceto para fins educacionais, com autori-

zação prévia do órgão responsável (Lei nº 9.985/2000).

A ESEC Carijós está situada a noroeste da ilha de Florianópolis, capital do estado

de Santa Catarina (Fig. 6). Possui uma dimensão total de 7,15 Km², distribuída entre

duas regiões distintas: gleba do Saco Grande, com área de 0,93 Km² compreendendo,

principalmente o Rio Pau do Barco, e a gleba do Rio Ratones, com área de 6,25 Km²,

correspondendo a 87% da área total. Nesta área estão inseridos os Rios Ratones e seus

principais afluentes, Rio Veríssimo e Rio Papaquara (IBAMA, 2003).

A Bacia Hidrográfica de Saco Grande engloba os bairros, Parque da Figueira, Saco

Grande, Monte Verde e parte de Cacupé e João Paulo, todos predominantemente urbanos.

Já a Bacia de Ratones inclui parcial ou integralmente os distritos de Ratones, Cachoeira

do Bom Jesus, Santo Antônio de Lisboa e Canasvieiras, além de diversos outros bairros

mais urbanos ou em rápido desenvolvimento de urbanização (INSTITUTO ÇARAKURA,

2017).

O índice de saneamento da bacia hidrográficas contribuintes de acordo com plano

municipal integrado de saneamento básico – PMISB (PMF, 2011) a bacia do Ratones conta

com aproximadamente 38 % e a do Saco Grande com 10 % de cobertura dos serviços de

coleta e tratamento de esgoto sanitário. A população restante utiliza sistemas individuais

de tratamento (fossa negra ou fossa séptica mais filtro anaeróbio) com disposição final

no solo (vala de infiltração ou sumidouro) ou em cursos d’água e rede de drenagens

(RODRIGUES, 2016).

O esgoto tratado pelo sistema de tratamento da bacia do Saco Grande lança seus

efluentes por meio de um emissário submarino na baia do Saco Grande (Fig. 7). Os

esgotos tratados no sistema público da bacia do ratones são lançados no rio Papaquara,

que deságua na ESEC Carijós.

Os impactos gerados pelo aumento significativo da urbanização em torno das duas

bacias hidrográficas já foram observadas em estudos anteriores, através do monitoramento

da qualidade da água (PAGLIOSA, 2004; PARIZOTTO, 2009; RIGOTTI, 2013; RODRI-

GUES, 2016; SILVA, 2016). A bacia hidrográfica do Saco Grande foi apontada como a
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Figura 6: Mapa de localização geográfica da ESEC Carijós. Região Sul do Brasil, estado de Santa
Catarina. Localizada a noroeste da ilha de Florianópolis. Demarcação em coloração verde representando
as glebas de Ratones e Saco grande.

mais impactada devido às diferenças geográficas, urbanização e precariedade do sistema

de esgotamento sanitário. Mesmo tendo o conhecimento das diferenças entre as regiões,

ainda não está bem estabelicido quais são os efeitos destas pressões ambientais distintas

na fisiologia de organismos biológicos pertencentes a estes habitats.
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4.2 DEMARCAÇÕES DAS ÁREAS AMOSTRAIS E COLETA DOS PEIXES

Figura 7: Área de estudo da bacia hidrográfica do Saco Grande. Demarcação a bacia hidrográfica do
Saco Grande, área de preservação da Estação Ecológica de Carijós, hidrografia e localização do emissário
submarino da ETE Saco Grande. Em destaque a área de coleta dos grupos SGL e SGC.
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Figura 8: Área de estudo da bacia hidrográfica do Ratones. Demarcação a bacia hidrográfica do Ratones,
área de preservação da Estação Ecológica de Carijós e hidrografia da região. Em destaque a área de coleta
dos grupos RATL e RATC.

Os peixes foram coletados em quatro locais: I) dentro da ESEC Carijós, na Bacia

hidrográfica de Ratones, mais especificamente no rio Ratones, (Fig. 8), (grupo RATL –

M. liza), (RATC – M. curema), II) em tanques de cultivo do Laboratório de Piscicultura

Marinha/ UFSC (TNQ- M. liza) e III) na baía de Saco Grande (SGL – M. liza e SGC

–M. curema), conforme (Fig. 7).

Em cada coleta foram capturados aproximadamente10 animais, com a utilização

de tarrafas e puçás. Todos os animais foram coletados por pescadores pertencentes às

Associações de Ratones e do João Pulo respectivamente.

Após a coleta os peixes foram rapidamente identificados e em seguida foi executada

a coleta do sangue e demais procedimentos. Por fim, os animais já eutanasiados foram

transportados até o Laboratório de Análise da Água da Estação Ecológica de Carijós –

LAA Carijós para a realização das análises biométricas.
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4.3 ANÁLISES SANGUÍNEAS E TESTE DE MICRONÚCLEO

Posteriormente a captura dos peixes, o sangue foi coletado via punção da artéria cau-

dal com a utilização de seringas descartáveis heparinizadas. A agulha deve ser inclinada

à 45º e introduzida em direção à região ventral da coluna vertebral, onde se encontram a

artéria e veia caudal (RANZANI-PAIVA et.al., 2013) (Fig. 9).

Figura 9: Coleta de sangue através da punção da artéria caudal de M. curema. Fonte: Autoria própria.

A análise sanguínea de cada animal foi realizada através de lâminas de esfregaço co-

radas pelo método panótico rápido (Instat-Prov) e pela utilização da câmara de Neubauer.

Nas extensões sanguíneas foram realizadas as contagens totais de células brancas, através

do método indireto (ISHIKAWA; RANZANI-PAIVA; LOMBARDI, 2008), e a contagem

de micronúcleos. O teste de micronúcleo foi realizado segundo os critérios descritos por

Fenech (2000). Em cada lâmina foram analisadas em média 2000 células.

A contagem total dos eritrócitos (ET) foi realizada no quadrante central da câmara

de Neubauer. Após a contagem foi utilizado o cálculo: Número de eritrócitos = nº de

células contadas x 10.000 (106mm−3) (RANZANI-PAIVA et.al., 2013). Para a utilização

da câmara de Neubauer, o sangue foi diluído em corante Natt & Herrick’s, nas proporções
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de 1:200 antes de ser utilizado para preencher os retículos da câmara, onde repousou por

alguns segundos antes de ser realizada a leitura em microscópio (RANZANI-PAIVA et.al.,

2013).

Para determinar o volume dos eritrócitos (VG) (%), foi realizada a técnica de mi-

crohematócrito (GOLDENFARB et al., 1971). Os níveis de hemoglobina (Hb) (g/dL)

foram determinados através do método de cianometahemoglobina, segundo COLLIER

(1944). Após a leitura dos resultados foi possível calcular os índices hematológicos HCM

(hemoglobina corpuscular média), VCM (Volume Corpuscular Médio) e CHCM (concen-

tração hemoglobínica corpuscular média) (WINTROBE, 1934), utilizando as seguintes

equações:

HCM(pg) =
Hb(g/dL)× 10

ET(106mm−3)
(4.1)

VCM(fL) =
VG(%)× 10

ET(106mm−3)
(4.2)

CHCM(g/dL) =
Hb(g/dL)× 100

VG(%)
(4.3)

A contagem total de células de defesa foi realizada através do método indireto pela

relação do número de eritrócitos totais (obtidos na câmara de Neubauer), segundo a

seguinte fórmula:

Células de defesa (106mm−3) = Número de leucócitos e trombócitos x Número de

eritrócitos da câmara de neubauer / 2000 eritrócitos contados na extensão sanguínea.

No presente estudo optamos pela contagem conjunta de leucócitos e trombócitos,

denominado esse conjunto de “células de defesa”, uma vez que os trombócitos estão relacio-

nados com o sistema imunitário em peixes. Entretanto, não consideramos os trombócitos

como células de linhagem leucocitária (SILVA, 2012).

4.4 ANÁLISES BIOQUÍMICAS

Para a realização das análises bioquímicas o sangue coletado foi centrifugado a 2.500

rpm durante 5 minutos. Após a centrifugação, o soro resultante, foi reservado para as

seguintes determinações:
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4.4.1 Glicose

A glicose foi determinada através do método enzimático-colorimétrico com a utili-

zação do kit específico Glicose Liquiform Labtest®.

O princípio do teste ocorre por meio da oxidação da glicose a ácido glicônico e

peróxido de hidrogênio, pela ação da enzima glicose oxidase. O peróxido de hidrogênio

resultante reage com 4-aminoantipirina e fenol, formando um complexo de cor vermelha

(quinoneimina), cuja absorbância medida em 500nn é diretamente proporcional à concen-

tração de glicose na amostra.

4.4.2 Triglecerídeos

A determinação dos triglicerídeos no soro foi realizada através do método enzimático-

colorimétrico de ponto final, com a utilização do kit específico Triglicérides Liquiform

Labtest®.

Através da ação de lipoproteínas lipases, os triglicérides são hidrolisados deixando

as moléculas de glicerol livres. O glicerol é convertido a glicerol-3-fosfato pela enzima

glicerol quinase para, posteriormente, ser oxidado a dihidroxiacetona e peróxido de hidro-

gênio. O peróxido de hidrogênio é acoplado as moléculas 4-aminoantipirina e 4-clorofenol,

resultando em uma quinoneimina de cor vermelha, com absortividade máxima em 505

nm. A intensidade de cor é diretamente proporcional à concentração de triglicérides na

amostra.

4.4.3 Proteínas Totais

O nível sérico de proteínas no soro foi determinado através do método colorimétrico

de ponto final, com a utilização do kit específico Proteínas Totais Labtest®.

Íons de cobre presentes no reagente, em meio alcalino, reagem com as ligações peptí-

dicas das proteínas presentes na amostra, formando uma cor púrpura, com absortividade

máxima em 545 nm. A intensidade da cor é diretamente proporcional à concentração de

proteínas na amostra.

4.4.4 Desidrogenase Láctica (LDH)

A atividade da enzima LDH, foi determinada através de um teste cinético com a

utilização do kit específico LDH Liquiform Labtest® .
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A LDH é responsável por catalisar a conversão de piruvato a lactato através da

oxidação da coenzima NADH a NAD. A oxidação da NADH é monitorada fotometrica-

mente, sendo o decréscimo da absorbância em 340 nm, proporcional a atividade da LDH

na amostra.

4.4.5 Alanina Aminotransferase (ALT) ou Transaminase Glutâmico Pirúvica
(GPT) - sem piridoxal

A atividade da enzima ALT, foi determinada através de um teste cinético com a

utilização do kit específico ALT/GPT Liquiform Labtest® .

A ALT catalisa a transferência do grupo amina da alanina para o cetoglutarato

formando glutamato e piruvato. O piruvato é reduzido a lactato, pela enzima lactato

desidrogenase, ao mesmo tempo que a coenzima NADH é oxidada a NAD. A oxidação da

NADH é monitorada fotometricamente, sendo o decréscimo da absorbância em 340 nm,

proporcional à atividade da ALT na amostra.

4.4.6 Aspartato Aminotransferase (AST) ou Transaminase Glutâmico Oxala-
cética (GOT) - sem piridoxal

A atividade da enzima aspartato aminotransferase foi determinada através de um

teste cinético com a utilização do kit específico AST/GOT Liquiform Labtest® .

A AST catalisa a transferência do grupo amina do ácido aspártico para o cetoglu-

tarato formando glutamato e oxalacetato. O oxalacetato é reduzido a malato pela ação

da enzima malato desidrogenase, ao mesmo tempo em que a coenzima NADH é oxidada

a NAD. Desta forma, a oxidação da NADH é monitorada fotometricamente, sendo o

decréscimo da absorbância em 340 nm, proporcional à atividade da AST na amostra.

4.4.7 Glutationa Reduzida (GSH)

A concentração de glutationa redizida foi realizada pelo método enzimático descrito

por Beutler e colaboradores (1963). Este teste consiste na reação do ácido 5,5 – ditiobis

– 2 – nitrobenzóico (DTNB) com a glutationa, formando um aduto ácido 2 – nitro-5-

mercapto-benzóico (GSTNB) e um tiolato (TNB) de coloração amarelada mensurável em

412 nm. A intensidade da cor é diretamente proporcional à concentração de GSH da

amostra.
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4.5 REGISTROS BIOMÉTRICOS

Os registros dos dados biométricos foram efetuados para cada exemplar de peixe

submetido a coleta de sangue. Os dados avaliados foram: comprimento total (Lt), com-

primento padrão (Ls) em centímetros e o peso total (Wt) e peso das gônadas (Wg) em

gramas.

Para a obtenção do Lt ou Ls, os indivíduos foram dispostos sobre um ictiômetro

improvisado, onde a extremidade do focinho do animal foi posicionado próximo a um

objeto plano reto (Fig.4). A medida foi tomada no sentido horizontal, da extremidade do

focinho até a extremidade da nadadeira caudal um pouco distendida (Lt) ou ao final do

uróstilo (Ls). O Wt foi determinado através da pesagem do animal inteiro, antes de ser

manipulado (VAZZOLER, 1996).

Para a realização da pesagem das gônadas (Wg), foram retiradas do corpo do animal

através da incisão da cavidade celomática, a partir da abertura urogenital em direção à

cabeça (Fig.10 e 11).

Figura 10: Processo de dissecação de M. curema. Incisão celomática para retirada de órgãos a partir da
abertura urogenital. Fonte: Autoria própria.
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Figura 11: Dissecação da região abdominal de M. curema. Indivíduo do sexo masculino. Gonadas em
estágio de maturação. Fonte: Autoria própria.

As gônadas masculinas apresentam geralmente forma alongada, sendo tubulares

nas fases iniciais de desenvolvimento e lobuladas com extremidades cefálicas achatadas

nas fases posteriores. Possuem coloração esbranquiçada. Já os ovários possuem forma

alongada-tubular e coloração translúcidas nas fases iniciais. Nas fases seguintes os ovócitos

tornam-se visíveis a olho nu (VAZZOLER, 1996).

Com o auxílio da escala de estágio de desenvolvimento gonadal, descrita por Vazzoler

(1996), classificamos as gônadas em: A (imaturo), B (em maturação ou repouso), C

(maduras) D (esvaziada ou esgotada). Consideramos juvenis os indivíduos pertencentes

aos estágios A e B. Segundo o estudo realizados por Esper Menezes & Esper (2000), estes

estágios são histológicamente semelhantes.

Durante o processo de dissecação do animal o fígado também foi retirado para

pesagem. A partir dos dados sobre o comprimento total, peso total, peso das gônadas

e do fígado, calculamos o fator de condição alométrico, proposto por Le-Cren (1951)

(Equação 2.4 e 2.5).

Foi realizado também o cálculo dos IGS (Equação 2.1) e IHS (Equação 2.2). Esses

indicadores são amplamente utilizados para demonstrar o grau de bem estar do peixe, con-

dições alimentares e qualidade do ambiente (VAZZOLER, 1996; FURLEY; PERÔNICO,

2015;).
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4.6 ANÁLISES ESTATÍSTICAS

A normalidade da distribuição dos parâmetros obtidos foi avaliada pelo teste Shapiro-

Wilk (α = 0,05). Foi aplicado teste de hipótese Kruskal-Wallis – KW-H, seguido de post

hoc de múltiplas comparações para avaliar diferenças entre os três grupos amostrais:

RATL, SGL e TNQ, em um nível de significância de 95%. Também foi utilizado o teste

Mann-Whitney – MW para diferenças entre os grupos SGL e RATL (α = 0,05).

Foi utilizada técnica multivariada para avaliar agrupamentos de locais e parâmetros,

por meio da técnica de cluster, os dados utilizados foram normalizados pela técnica Box-

Cox; os agrupamentos formados foram validados pela técnica k-meas. Para análise de

correlação utilizamos o método não paramétricas proposto por Spearman com α = 0,05.

Todas as análises estatísticas foram realizadas utilizando software STATISTICA 8.0.
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5 RESULTADOS

5.1 PARÂMETROS HEMATOLÓGICOS E BIOQUÍMICOS DE MUGIL LIZA EM AM-
BIENTES NATURAIS E DE CULTIVO

Os parâmetros biológicos analisados, número amostral, e os agrupamentos amostrais

são apresentados na (Tabela 1). Quanto à característica de distribuição das amostras,

apenas quatro parâmetros apresentaram padrão de distribuição aproximadamente normal:

hematócrito (p=0,072), eritrócitos totais (p=0,241), CHCM (p=0,6931) e proteínas totais

(p=0,5057). Os demais parâmetros apresentaram padrão de distribuição não paramétrica

(p<0,05), justificando a escolha dos demais testes empregados no estudo.



52

Tabela 1: Parâmetros hematológicos, biométricos e bioquímicos das espécies M. liza e M. curema e seus
respectivos números amostrais. Os grupos de estudo são representados pelas siglas RATL (Ratones M.
liza), RATC (Ratones M. curema), TNQ (tanque de cultivo M. liza), SGL (Saco Grande M.liza) e SGC
(Saco Grande M. curema).

Número de amostras para cada grupo/parâmetro

Parâmetros Grupos

RATL RATC TNQ SGL SGC

Volume globular (%) 10 10 9 5 7

Hemoglobina (g dL−1 ) 10 10 8 5 7

Eritrócitos Totais (106mm−3) 10 10 8 5 7

Leucócitos e Trombócitos (106mm−3) 6 5 7 5 7

VCM (fL) 10 10 8 5 7

HCM (pg) 10 10 8 5 7

CHCM (g dL−1) 10 10 8 5 6

Eritrócitos (%) 6 5 8 5 7

Micronúcleo (%) 5 5 8 5 7

Células de defesa (%) 6 5 8 5 7

IGS 8 10 10 2 7

IHS 8 10 10 2 7

Fator de condição 8 10 10 2 7

ALT/GPT (U/L) 9 0 9 5 2

AST/GOT (U/L) 9 0 9 5 2

Glicose (mg dL−1) 9 0 9 5 2

GSH (µM) 9 0 8 5 2

LDH (U/L) 9 0 9 5 2

Proteínas Totais (g dL−1) 9 0 9 5 2

Triglicérideos (mg dL−1) 9 0 9 5 2

Unidades de medida expressas em porcentagem (%) gramas por decilitro (g dL−1), milhões por milímetros

cubico (106 mm−3), fentolitros (fL), picogramas (pg), unidade por litro (U/L), miligrama por decilitro

(mg dL−1) e micro molar (µM).
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Os parâmetros hematológicos (Tabela 1), referentes aos grupos RATL, SGL e TNQ

foram submetidos à análise descritiva para obtenção dos valores médios, mínimos e má-

ximos.

Os valores obtidos nos ambientes estudados e em ambientes previamente descritos

na literatura (LS =Literatura Selvagem; LT= Literatura tanque de cultivo) (RANZANI-

PAIVA & ISHIKAWA, 1996), são apresentados em forma de range plot.

Para a hemoglobina (Fig.12) os valores médios de RATL (média 6,63; 3,46-7,14) são

próximos aos encontrados no LS (média 6,7; 3,9-10,71), bem como os valores de TNQ

(média 10,07; 7,14- 10,71) e LT (média 10,24; 8,48- 11,89). A média de SGL (média 9,13;

7,02- 10,71) se aproxima dos grupos TNQ e LT.
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Figura 12: Valores médios, mínimos e máximos referentes à concentração de hemoglobina no sangue
periférico e peixes da espécie M. liza, obtidos em ambientes naturais e de cultivo. Dados referentes aos
grupos LT e LS retirados da literatura (RANZANI-PAIVA & ISHIKAWA, 1996). Numero amostral de
cada grupo conforme descrição: RATL (n=10), SGL (n=5), LS (n=71), TNQ (n=8), LT (n=11).

O parâmetro HCM (Fig.13) apresenta o mesmo padrão de similaridade encontrado

para hemoglobina: RATL (média 22,71; 11,57 - 31,01) e LS (média 22,98, 13,98 - 33,26),

TNQ (média 31,31; 18,78 - 71,43) e LT(média 29,37; 22,17 - 51,15). SGL apresentou a

maior média (média 35,77; 30,86 - 39,52).
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Figura 13: Valores médios, mínimos e máximos referentes à hemoglobina corpuscular média do sangue
periférico de M. liza obtidos em ambientes naturais e de cultivo. Dados referentes aos grupos LT e
LS retirados da literatura (RANZANI-PAIVA & ISHIKAWA, 1996). Numero amostral de cada grupo
conforme descrição: RATL (n=10), SGL (n=5), LS (n=71), TNQ (n=8), LT (n=11).

Os resultados para a análise de hematócrito são descritos na (Fig.14). A maior

média foi encontrada no grupo TNQ (média 50,84; 40,86-62,14), seguido por SGL (média

39,11; 33,21-46,87), LT (média 36,36; 21,5-45,00), RATL (média 30,88; 22,5- 38,54) e LS

(média 28,00; 15-45)
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Figura 14: Valores médios, mínimos e máximos referentes ao hematócrito de peixes da espécie M. liza
obtidos em ambientes naturais e de cultivo. Dados referentes aos grupos LT e LS retirados da literatura
(RANZANI-PAIVA & ISHIKAWA, 1996). Numero amostral de cada grupo conforme descrição: RATL
(n=10), SGL (n=5), LS (n=71), TNQ (n=8), LT (n=11).
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Em relação ao VCM (Fig.15), as maiores médias foram encontradas de forma similar

entre os grupos SGL (média 154,49; 142,29 - 172,42) e TNQ (média 155,56; 97,99 - 335,71).

Da mesma forma, foram encontradas semelhanças entre os menos velores: RATL (média

104,03; 65,31 - 139,50), LS (média 96,63; 73,82 - 157,80) e LT (média 101,02; 84,47 -

120,66).
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Figura 15: Valores médios, mínimos e máximos do volume corpuscular médio de M. liza obtidos em
ambientes naturais e de cultivo. Dados referentes aos grupos LT e LS retirados da literatura (RANZANI-
PAIVA & ISHIKAWA, 1996). Numero amostral de cada grupo conforme descrição: RATL (n=10), SGL
(n=5), LS (n=71), TNQ (n=8), LT (n=11).

O parâmetro CHCM (Fig.16) apresentou o menor valor médio para o grupo TNQ

(média 20,16; 16,66- 20,16) e o maior para LT (média 29,22; 21,20- 29,22). RATL (média

21,76; 15,15- 31,75), SGL (média 23,26; 20,20; 23,26) e LS (média 23,97; 14,44- 31,48)

foram semelhantes.
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Figura 16: Valores médios, mínimos e máximos da concentração de hemoglobina corpuscular média no
sangue periférico de M. liza obtidos em ambientes naturais e de cultivo. Dados referentes aos grupos LT
e LS retirados da literatura (RANZANI-PAIVA & ISHIKAWA, 1996). Numero amostral de cada grupo
conforme descrição: RATL (n=10), SGL (n=5), LS (n=71), TNQ (n=8), LT (n=11).

Para Eritrócitos (Fig 17) , TNQ (média 3,63; 1,45- 4,38) e LT (média 3,61; 2,21-

4,33) foram correspondes, apresentando os maiores valores médios, seguidos por RATL

(média 3,12; 2,26- 4,73), LS (média 2,91; 1,49- 4,24) e SGL (média 2,53; 2,16- 2,80).
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Figura 17: Valores médios, mínimos e máximos da contagem de eritrócitos totais do sangue periférico
de M. liza obtidos em ambientes naturais e de cultivo. Dados referentes aos grupos LT e LS retirados da
literatura (RANZANI-PAIVA & ISHIKAWA, 1996). Numero amostral de cada grupo conforme descrição:
RATL (n=10), SGL (n=5), LS (n=71), TNQ (n=8), LT (n=11).
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Com relação aos parâmetros hematológicos e bioquímicos (Tabela 1), observou-se

que o hematócrito (Fig. 18), a concentração de hemoglobina (Fig. 19), a concentra-

ção de glicose (Fig. 20) e a frequência de micronúcleo (Fig. 21) são maiores no grupo

TNQ em comparação com o grupo RATL. O grupo SGL ficou entre os dois grupos, não

apresentando diferenças. Entretanto, pode-se observar que as medianas obtidas para os

parâmetros hematócrito e hemoglobina do grupo SGL estão mais próximas às medianas

do grupo TNQ.
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Figura 18: Variação do percentual de hematócrito de peixes da espécie M. liza em ambientes naturais e
de cultivo. Representação dos valores medianos (median), mínimos e máximos e dados brutos (raw data)
do hematócrito (%) de peixes coletaos no rio Ratones (RATL), Baía do Saco Grande (SGL) e tanque de
cultivo (TNQ) (N= 5; p < 0,05).
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Figura 19: Variação da concentração de hemoglobina no soro de peixes da espécie Mugi liza em ambientes
naturais e de cultivo. Representação dos valores medianos (median), mínimos e máximos e dados brutos
(raw data) de hemoglobina (g dL−1 ), de peixes coletaos no rio Ratones (RATL), Baía do Saco Grande
(SGL) e tanque de cultivo (TNQ) (N= 5; p < 0,05).
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Figura 20: Variação da concentração e glicose no soro de peixes da espécie Mugi liza em ambientes
naturais e de cultivo. Representação dos valores medianos (median), mínimos e máximos e dados brutos
(raw data) da glicose (mg dL−1), de peixes coletaos no rio Ratones (RATL), Baía do Saco Grande (SGL)
e tanque de cultivo (TNQ) (N= 5; p < 0,05).
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Figura 21: Variação da frequência de micronúcleo em esfregaços sanguíneos de peixes da espécie Mugi liza
em ambientes naturais e de cultivo. Representação dos valores medianos (median), mínimos e máximos
e dados brutos (raw data) de micronúcleo (%), de peixes coletaos no rio Ratones (RATL), Baía do Saco
Grande (SGL) e tanque de cultivo (TNQ) (N= 5; p < 0,05).

Figura 22: Esfregaço de células sanguíneas de M. liza. Ilustração a) grupo RATL e b) grupo TNQ. As
setas indicam eritrócitos com micronúcleos.

A frequência células de defesa foi maior no grupo RATL em comparação com o grupo

TNQ. Neste caso, o grupo SGL também não apresentando diferenças quando comparados

aos grupos TNQ e RATL. A mediana do grupo SGL, manteve-se mais próxima ao grupo

TNQ (Fig. 23).
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Figura 23: Variação do percentual de células de defesa em esfregaços sanguíneos de peixes da espécie
Mugi liza em ambientes naturais e de cultivo. Representação dos valores medianos (median), mínimos e
máximos e dados brutos (raw data) de leucócitos e trombócitos (%), de peixes coletaos no rio Ratones
(RATL), Baía do Saco Grande (SGL) e tanque de cultivo (TNQ) (N= 5; p < 0,05).

Quanto aos parâmetros HCM (Fig. 24) e GSH (Fig. 25), as maiores concentrações

foram obtidas no grupo SGL em comparação com o gurpo RATL (Fig). O grupo TNQ

não apresentando diferenças quando comparados aos outros dois grupos.
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Figura 24: Variação da hemoglobina corpuscular média de peixes da espécie Mugi liza em ambientes
naturais e de cultivo. Representação dos valores medianos (median), mínimos e máximos e dados brutos
(raw data) de HCM (pg), de peixes coletaos no rio Ratones (RATL), Baía do Saco Grande (SGL) e
tanque de cultivo (TNQ) (N= 5; p < 0,05).
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Figura 25: Variação da concentração de glutationa do soro peixes da espécie Mugi liza em ambientes
naturais e de cultivo. Representação dos valores medianos (median), mínimos e máximos e dados brutos
(raw data) de GSH (µM) de peixes coletaos no rio Ratones (RATL), Baía do Saco Grande (SGL) e tanque
de cultivo (TNQ) (N= 5; p < 0,05).

Os demais parâmetros hematológicos como eritrócitos totais, VCM e CHCM, bem

como os bioquímicos ALT/GPT, AST/GOT, LDH, proteínas totais e triglicerídeos, não

apresentaram diferença significativa quando submetidos ao teste de hipotese.

Quando comparados de forma isolada os grupos RATL e SGL foram observadas di-

ferenças significativas nos parâmetros: hematócrito (MW- p=0,0282), hemoglobina (MW-

p= 0,0215), VCM (MW- p=0,009) e leucócitos/trombócitos (MW- p=0,0162).

A análise de agrupamento dos parâmetros obtidos nos grupos RATL, SGL e TNQ,

apresentou a formação de 5 grupos: 1) hematócrito, glicose, hemoglobina e micronúcleo; 2)

VCM e HCM; 3) eritrócitos e LDH); 4) leucócitos/trombócitos, ALT/GPT e AST/GOT;

5) CMCH, GSH, proteínas totais e triglicerídeos (Fig. 26), o agrupamento foi validade

pela técnica k-means.
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Figura 26: Analise de cluster obtida a partir de parâmetros hematológicos e bioquímicos de indivíduos
a espécie M. liza coletados em ambientes naturais (RATL e SGL) e de cultivo (TNQ). Método de amal-
gamação Ward’s e distâncias euclidiana. Os números amostrais dos parâmetros utilizados foram pareado
(n=5)normalizados e padronizados.

De forma complementar, foram obtidas as correlações entre os parâmetros analisa-

dos. A partir da matriz de correlação de Spearman (Fig. 27) pode-se observar a forte

correlação entre eritrócitos totais (ET) e hemoglobina (Hb), bem como glicose e glutationa

(GSH). Proteínas totais (PT) e triglicerídeos (TG), também apresentam boa correlação.



63

Figura 27: Matriz de correlação entre parâmetros hematológicos e bioquímicos analisados no
sangue de peixes da espécie M. liza. Os valores apresentados correspondem à avaliação das
relações monótonas entre duas variáveis, sejam elas lineares ou não lineares (p ≤ 0,05). Os
numeros amostrais dos parâmetros utilizados foram pareados (n=5). Foram analisados de forma
conjunta os resultados para os grupos TNQ, RATL e SGL (N=15). Os valores negativos (-)
demonstram uma correlação inversa. As siglas utilizadas são as mesmas descritas na metodologia.

De forma conjunta os parâmetros bioquímicos e hematológicos de Mugil liza apre-

sentados demonstraram diferenças entre indivíduos coletados nos ambientes naturais do

Rio Ratones e Baía o Saco Grande e de tanques de cultivo da UFSC. A análise multiva-

riada dos parâmetros bioquímicos e hematológicos do Mugil Liza demonstrou a formação

de três agrupamentos consistentes validados pela técnica k-means, de acordo com o local

de captura dos peixes (Fig. 28).
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Figura 28: Analise de cluster obtida a partir de parâmetros hematológicos e bioquímicos de indivíduos a
espécie M. liza coletados em ambientes naturais (RATL e SGL) e de cultivo (TNQ). Método de amalga-
mação Ward’s e distâncias euclidianas. Os números amostrais dos parâmetros utilizados foram pareado
(n=5), normalizados e padronizados.

5.2 PARÂMETROS HEMATOLÓGICOS E BIOMÉTRICOS DE MUGIL CUREMA EM
AMBIENTES NATURAIS

Para a espécie M. curema foram realizadas análises hematológicas e biométricas.

Não foram analisados parâmetros bioquímicos, devido ao baixo numero amostral (Tabela

1). Os resultados obtidos com analise univariada (MW) demonstraram poucas diferenças

entre indivíduos coletados no Rio Ratones (RATC) e Baía do Saco Grande (SGC). Dentre

os parâmetros analisados apenas a frequência de micronúcleos (p = 0,0283) e IGS (p =

0,0350) demonstraram diferenças. O grupo SGC apresentou a maior média no percentual

de micronúcleos e a menor média para o parâmetro IGS. Não houve formação de grupos

consistentes pela técnica multivariada utilizada.

5.3 CARACTERÍSTICAS HEMATOLÓGICAS E BIOMÉTRICAS DAS ESPÉCIES MU-
GIL LIZA E MUGIL CUREMA

As espécies M. liza e M. curema coletados nos ambientes naturais do Rio Ratones

e Baía o Saco Grande demonstraram diferenças entre si nas análises de hematócrito (Ht)

(MW- p = 0,001), Hemoglobina (Hb) (MW- p=0,020), frequência de células de defesa

(L/T) (MW- p = 0,042) e fator de condição (K) (MW- p= 0,027) (Tabela 2).
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Tabela 2: Análise descritiva dos parâmetros hematológicos e biométricos das espéces M. liza e M. curema.
Valores correspondentes à mediana, mínimos e máximos (Min-Max) e número amostral (N) de parâmetros
hematológicos e bioquímicos das espécies M. liza (L) e M. curema (C). Os dados de M. liza correspondem
aos grupos SGL e RATL e Mugil curema SGC, e RATC. (MW- p < 0,05).

Análises Espécie Mediana Min-Max N p-value

Ht L 33,21 22,50 - 46,87 15 0,001

C 44,72 31,07 - 52,57 17

Hb L 7,01 3,46 - 10,71 15 0,020

C 7,61 4,00 - 11,42 17

ET L 2,76 2,15 – 4,72 15 0,364

C 3,44 1,40- 5,09 17

L/T L 128 35-180 11 0,042

C 64 36-104 12

VCM L 122,74 65,31 – 172,41 15 0,461

C 123,23 78,74 – 283,95 17

HCM L 30,44 11,57 - 39,52 15 0,719

C 26,81 15,22 - 50,50 17

CHCM L 22,22 15,15 – 31,74 17 0,334

C 22,22 11,90 - 25,00 17

MN L 22,00 4,00 - 320,00 10 0,668

C 18,00 4,00 – 299,00 12

IGS L 0,04 0,00 – 0,41 10 0,087

C 0,25 0,026 - 11,41 17

IHS L 1,20 0,95 - 1,38 10 0,366

C 1,28 0,91- 2,35 17

K L 0,10 0,08 - 0,17 10 0,027

C 0,11 0,08 - 0,13 17

Análises de hematócrito (Ht), Hemoglobina (Hb), Eritrócitos totais (ET), Linfocitos e Trombócitos

(L/T), Volume Corpuscular Médio (VCM), Hemoglobina Corpuscular Média, Concentração de

Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM), Micronúcleo (MN), Índice Gonadossomático (IGS), Índice

Hepatossomático, (IHS), Fator de Condição (K).
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Análises de cluster foram realizadas de forma isolada em cada local de estudo. Ape-

nas indivíduos coletados no rio Ratones demonstraram diferença entre as duas espécies

estudadas (Fig. 29). No rio Ratones o agrupamento das espécies são provenientes das dife-

renças entre os parâmetros hematócrito (MW-p= 0,008), hemoglobina (MW- p= 0,008),

Lecócitos e Trombócitos (MW- p= 0,009), IHS (MW- p= 0,028) e fator de condição

(MW- p= 0,028).
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Figura 29: Analise de cluster obtida a partir de parâmetros hematológicos e biométricos de indivíduos das
espécies Mugil liza (RATL) e Mugil curema (RATC) coletados no Rio Ratones. Método de amalgamação
Ward’s e distâncias euclidiana.Os números amostrais dos parâmetros utilizados foram pareado (n=5),
normalizados e padronizado.
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6 DISCUSSÂO

Os resultados obtidos confirmam a potencialidade da espécie Mugil liza como bioin-

dicador, e o uso de biomarcadores hematológicos e bioquímicos como ferramentas eficazes

na avaliação de estresse ambiental. Os parâmetros analisados responderam de maneira

distinta frente a diferentes pressões de ambientes naturais e de cultivo (Fig. 28).

Dentre os grupos amostrados o grupo TNQ apresentou diferenças significativas para

a maioria dos parâmetros relacionados ao estresse quando comparado aos ambientes na-

turais (RATL e SGL). Entre os ambientes naturais, o grupo SGL demonstrou estar sub-

metido a condições ambientais mais estressantes.

A determinação dos valores de glicose circulante no plasma de indivíduos coleta-

dos em tanques de cultivo foi a maior entre os grupos amostrais (Fig. 20). O aumento

nas concentrações de glicose demonstra uma ativação de respostas primárias a condições

estressantes. Nestas circunstâncias ocorre a liberação de hormônios como adrenalina, no-

radrenalina e cortisol. O cortisol atua na mobilização de reservas energéticas, estimulando

processos e glicogenólise e gliconeogênese, levando assim, ao aumento da concentração de

glicose circulante no sangue (VIJAYAN et al., 1997; KENNETH, 2011). A mobilização

de reservas energéticas pode ser observada também pela correlação entre glicose e tri-

glicerídeos (Fig. 27). Entretanto, as concentrações de triglicerídeos e proteínas totais

obtidas não divergiram entre os grupos, sugerindo que o aumento da glicose encontrada

no TNQ não está relacionada diretamente com o tipo de alimentação, mas com o estresse

ambiental.

Indivíduos coletados em tanques de cultivo apresentaram os menores valores para cé-

lulas de defesa (Fig. 23). A variação na contagem de células de defesa, também podem ser

relacionada ao aumento na liberação de cortisol e adrenalina. Em situações estressantes,

esses hormônios atuam na produção de células de defesa, bem como em sua afinidade por

receptores específicos, suscitando em deficiência imune (WEYTS et al, 1998a; WEYTS et

al, 1998b; DHABHAR & MCEWEN, 1999; SERIANI et al., 2014).

Em nosso estudo foi observada a correlação inversa entre glicose e células de defesa,

indicando que os indivíduos do grupo TNQ estão submetidos a condições crônicas de

estresse (Fig. 27). O grupo SGL quando comparado ao grupo RATL, também apresenta

uma diminuição no número dessas células, bem como um aumento na concentração de

GSH (Fig.25). Segundo VAN DER OOST et al. (2003), o aumento de GSH representa

uma resposta crônica adaptativa ao aumento da atividade de detoxificação.

A liberação de catecolaminas frente a condições estressantes gera um aumento do

volume dos eritrócitos (NIKINMAA, 1982; BERENBRINK; BRIDGES, 1994), o que ex-
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plica o alto valor de hematócrito e dos valores médios de VCM (Fig. 15) encontrado no

grupo TNQ e SGL. O inchaço adrenérgico dos glóbulos vermelhos é caracterizado pelo

movimento da água através da membrana celular, após um aumento inicial nos fluxos de

sódio e potássio e mudanças no pH intracelular (CALA, 1980; BERENBRINK; BRID-

GES, 1994). Além disso, o parâmetro CHCM, demonstrou uma tendência de diminuição

no grupo TNQ (Fig. 27), bem como uma correlação inversa com o hematócrito (Fig. 27),

sugerindo que o aumento do volume globular ocorreu devido a ação adrenérgica e não

pelo aumento na concentração de hemoglobina. Os valores das contagens de eritrócitos

totais não divergiram significativamente entre os grupos, mais uma vez sugerindo que o

aumento no hematócrito está relacionado com o inchaço dos glóbulos vermelhos.

O aumento do volume globular (Fig. 18) e da concentração de hemoglobina (Fig.

19) nos grupos TNQ e SGL, podem ser explicados pelas altas demandas metabólicas

durante o estresse, resultando no aumento da eficiência do transporte, armazenamento e

afinidade da hemoglobina pelo oxigênio (ACERETE et al., 2004) Células maiores possuem

uma relação superfície / volume menor influenciando todos os processos que envolvem a

membrana plasmática, como difusão e transporte, bem como outras trocas (BALLARIN

et al., 2004).

A determinação da hemoglobina é um indicador primários de estresse ambiental, re-

presentando uma condição adaptativa de melhoria na capacidade de transportar oxigênio

no sangue (SAINT-PAUL, 1984; CAZENAVE et al., 2005). Essas adaptações permitem

que peixes sobrevivam em ambientes com baixo OD, como é o caso de indivíduos do grupo

SGL.

Estudos sobre qualidade de água realizados nas BH do SG e Ratones, demons-

tram clara diferença entre parâmetros como turbidez, salinidade, percentual de saturação

de oxigênio, fósforo total e inorgânico, silicato,nitrogênio amoniacal, DBO e coliformes

totais e termotolerantes. Ambas as bacias foram consideradas como impactadas, apre-

sentando desconformidades segundo a resolução CONAMA 357/05 (PARIZOTTO, 2009;

RIGOTTI, 2013; RODRIGUES, 2016). Entretanto, a qualidade da água da BH do SG

foi inferior quando comparada a BH do Ratones (RODRIGUES, 2016; RIGOTTI, 2013),

corroborando com os resultados encontrados no presente trabalho.

Quando comparados os grupos SGL e RATL foi observado que indivíduos do grupo

RATL mantinham seus parâmetros hematológicos mais próximos aos encontrados em

ambientes estuarinos previamente relatados na literatura. Já os parâmetros hematológicos

do SGL apresentaram diferenças, estando mais próximos aos obtidos em tanques de cultivo

(Fig. 12; 13; 14; 15; 16; 17).

Conforme demonstrado por Rorigues (2016), as diferenças encontradas entre os am-
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bientes naturais de SG e Ratones, estão associadas a características físicas das bacias

(influência do mar e vazão dos rios) e adensamento populacional (índice de saneamento).

Quando comparadas as duas bacias, Saco Grande possui um maior índice de urbanização

(230% mais elevado), além de uma capacidade de vazão inferior. Estes fatores associa-

dos interferem diretamente na efetividade desta bacia em metabolizar e diluir efluentes

antrópicos.

Na BH do Ratones, as águas salinas adentram no estuário de forma mais significa-

tiva, promovendo uma maior diluição dos nutrientes, renovação e reoxigenação da água.

Desta forma, a menor influência das águas do mar adjacente na BH Saco Grande, re-

sulta em acúmulo de matéria orgânica, tendo como consequência, baixas concentrações

de OD, contaminação por agentes infecciosos e compostos xenobióticos (NOVELLI,1995;

AGUIAR et. al. 2011).

Segundo estudo realizado em 2017 pelo LAA Carijós, os impactos causados por

emissão de efluentes na BH do SG são intensificados pela presença do emissário da CA-

SAN, localizado próximo a ESEC Carijós. No documento técnico n° 180/2017 - ESEC

CARIJÓS/ICMBio são escritas irregularidades em análises dos efluentes emitidos. Foram

encontrados valores elevados de óleos e graxas, surfactantes, fósforo, sulfeto e DBO. Todos

os parâmetros são relacionados a redução do OD em efluentes lançados na BH do SG.

Além da redução de OD, a presença de óleos e surfactantes na água, podem estar

relacionados com as mudanças na permeabilidade da membrana plasmática de eritró-

citos, culminando no aumento do hematócrito observado no grupo SGL em relação ao

RATL (MODESTO; MARTINEZ, 2010; DUARTE; HONDA; VAL, 2010). Os surfac-

tantes podem atuar na solubilização e inibição da degradação de compostos xenobióticos,

como PCBs e PAHs presentes no sedimento, aumentando suas concentrações na coluna da

água (PENTEADO, 2006). Estes compostos são extremamente tóxicos para organismos

aquáticos, demonstrando evidente potencial oxidativo em diversos estudos (STOLIAR &

LUSHCHAK, 2012).

No grupo SGL, onde há uma descarga elevada de efluentes domésticos, observamos

um aumento nos níveis de GSH totais quando comparado ao grupo RATL (Fig. 25). Níveis

elevados de GSH foram relatados tanto em peixes coletados em locais poluídos (VAN DER

OOST et al., 2003, PANDEY et al., 2003) como em peixes tratados em ambientes con-

trolados com substâncias oxidantes (AHMAD; PACHECO; SANTOS, 2003; OLIVEIRA;

PACHECO; SANTOS, 2008; SIMONATO; FERNANDES; MARTINEZ, 2011). Dentre

as principais defesas antioxidantes a GSH é bastante utilizada em estudos de campo rela-

cionados a ambientes poluídos (VAN DER OOST et al., 2003), por representar a primeira

linha de defesa contra ERO (AHMAD et al. 2000; MARTINEZ-ALVAREZ, MORALES
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& SANZ, 2005).

O aumento na concentração de GSH é resultado do recrutamento das defesas antio-

xidantes em resposta ao estresse sofrido pelos organismos analisados. Segundo Stegeman

et al. (1992), esse aumento pode ocorrer de duas formas: através do aumento da atividade

da Glutationa Redutase (GR), que converte a molécula de glutationa oxidada (GSSG)

em GSH, ou por um aumento em sua síntese. A síntese de GSH, é resultante de sua

atividade antioxidante individual e/ou, de sua atuação como substrato das enzimas GST

e GPx durante reações de biotransformação e de defesa antioxidante (HALLIWELL &

GUTTERIDGE, 2007).

Os micronúcleos podem ser formados por meio de danos ao DNA causados por EROs,

e também durante a replicação do material genético, ainda na fase S da mitose, através

de tensões provocadas por componentes químicos, com ou sem a influência de EROs (XU

et al., 2011; ZEMAN; CIMPRICH, 2014). Os xenobióticos ainda podem exercer ação

direta sobre microtúbulos levando a um descontrole na divisão celular. Nestes casos são

produzidas células poliplóides, gerando micronúcleos através da eliminação do material

genético excedente do núcleo principal (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES,

2007). Estes mecanismos podem explicar a elevada frequência de micronúcleos no grupo

TNQ (Fig. 21), mesmo que este não tenha apresentado aumento na GSH.

A elevada frequência de micronúcleos no grupo TNQ, indica uma possível exposição

destes organismos a substâncias genotóxicas. Essa contaminação pode ser proveniente da

água utilizada para a manutenção dos tanques de cultivo, uma vez que a mesma é coletada

diretamente do ambiente natural. Estudos sobre qualidade de água realizados em áreas

relativamente próximas aos pontos de coleta, demonstram elevados níveis de urbanização e

clara contaminação por agentes genotóxicos (SILVA, 2002; LISBOA; TEIVE; PETRUCIO,

2008; SOUZA, 2010). Além disso, os animais do grupo TNQ são submetidos a uma dieta

baseada em alimentos sintéticos, o que segundo Mannan et al. (2018), pode ser um fator

determinante no desenvolvimento de danos genéticos por metais pesados em peixes de

cultivo. Desta forma, inferimos que as alterações hematológicas e bioquímicas observadas

no grupo TNQ, não estão relacionadas apenas a fatores estressantes próprios do cultivo,

como manejo, transporte e confinamento, mas também por fatores externos.

O aumento na frequência de micronúcleos foi observado também em indivíduos do

grupo SGC, em relação ao grupo RATC, confirmando a presença de agentes clastogênicos

na BH do SG. Não foram observados aumentos significativos deste parâmetro na espécie

M. liza coletados no mesmo local. Mesmo pertencente ao mesmo habitat, diferente es-

pécies de teleósteos demonstram variações no perfil de genotoxicidade (GRISOLIA et al.

2009), o que pode explicar o resultado obtido. Entretanto, não encontramos estudos que
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comparem a sensibilidade a agentes genotóxicos entre as duas espécies submetidas às mes-

mas condições, por esse motivo, entendemos que são necessários estudos complementares

para que essa questão seja esclarecida.

As duas espécies respondem de forma distinta às pressões dos ambientais naturais.

Quando comparados os parâmetros hematológicos e biométricos de M. liza e M. curema,

foi possível observar a clara diferença entre as espécies no rio Ratones (Fig. 29). O mesmo

não foi observado em indivíduos coletados na Baía do SG. Sugerimos que, tanto mudanças

na fisiologia normal de indivíduos da espécie M. curema, em decorrência a ação hormonal

e do intenso estresse ambiental, quanto à influência da atividade migratória (composição

da população), tenham acentuado diferença intraespecífica, dificultando assim a formação

de grupos. Esse resultado pode ocorrer devido a diferença fisiológica e/ou de sensibilidade

interespecífica a estressores. Outro fator importante seriam as diferentes fases do ciclo de

vida em que os peixes das duas espécies foram coletados.

É bem conhecido que os mugilídeos permanecem nos estuários durante toda a fase

juvenil, deixando o local para realizar migrações quando atingem a maturidade sexual

(CROSETTI & BLABER, 2016). Neste sentido, entendemos que os indivíduos da espécie

M. curema coletados não são residentes dos estuários, estando apenas de passagem, e por

isso não refletem tão bem as características ambientais estudadas.

Em nosso estudo o comprimento total médio de espécimes de M. liza foi de 30,47cm,

caracterizados como indivíduos que ainda não atingiram a primeira maturação sexual

(L50) e, portanto, classificados como juvenis (ESPER; MENEZES; ESPER, 2000). Para

a espécie M. curema, a média de comprimento total obtida foi de 29,00 cm, tratando-se

de indivíduos adultos segundo Oliveira (2010).

A modulação da fisiologia reprodutiva, e consequente maturação sexual estão re-

lacionadas aos movimentos migratórios em mugilídeos. Condições ambientais, como fo-

toperíodo, precipitação e temperatura da água servem como gatilhos para a liberação

de hormônios e neuro-hormônios durante a reprodução (HILSDORF; MOREIRA, 2008;

LOPES, 2017). Segundo Andrade (2016) e Suleiman; Adamu & Abdullahi (2016), a ação

desses hormônios tem como consequência alterações em parâmetros hematológicos de pei-

xes durante este período. Além da possível ação hormonal sobre a fisiologia da espécie

M. curema, o deslocamento dos indivíduos durante o processo de migração pode ser um

fator importante para as diferenças encontradas entre as espécies analisadas no presente

estudo, uma vez que estes peixes não estão fixos aos ambientes estuarinos.

Desta forma podemos inferir que as espécies M. liza e M. curema respondem de

maneira diferente às condições dos ambientes estudados, sejam por características fisio-

lógicas intrínsecas a cada uma das espécies, fase do ciclo de vida ou permanência nos
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referidos habitats.
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7 CONCLUSÃO

As respostas ao estresse e consequentes mudanças hematológicas variam dependendo

da espécie de peixe, fase do ciclo de vida, sexo e população as quais fazem parte. Desta

forma é difícil estabelecer um padrão para todos os parâmetros hematológicos de peixes.

Para M. liza e M. curema poucos trabalhos foram realizados neste sentido, por isso, ainda

não há um consenso sobre a caracterização dos parâmetros hematológicos normais destas

espécies. Entretanto, nossos resultados foram similares aos encontrados na literatura para

M. liza, tanto para o tanque de cultivo quanto para ambientes naturais.

No presente trabalho observamos diferenças entre os parâmetros hematológicos de

peixes da espécie M. liza coletados em ambientes naturais e de cultivos. As diferenças

hematológicas entre os grupos de animais pode ser uma resposta às pressões ambientais

aos quais estavam submetidos. Os peixes coletados em tanque de cultivo apresentaram

níveis elevados de glicose, hematócrito, hemoglobina e micronúcleo, bem como os menores

valores para células de defesa, em relação aos ambientes naturais. Em conjunto, estes

resultados indicando que os animais e cultivo são submetidos às condições ambientais

mais estressantes e possível contaminação por agentes genotóxicos.

Entre os animais de ambientes naturais, foram observados valores elevados de glicose,

hematócrito, hemoglobina e GSH e a redução na frequência de células de defesa em

peixes da espécie M. liza coletados na Baía do SG (RATC) em relação ao grupo RATL,

sugerindo que a BH do SG possui maiores níveis de contaminação do a BH do Ratones.

Esses resultados corroboram com estudos anteriores sobre a qualidade da água nos dois

ambientes.

A espécie M. curema demonstrou poucas diferenças em parâmetros hematológicos

entre os locais amostrados. Os parâmetros hematológicos de peixes coletados no rio

Ratones diferem entre as duas espécies estudadas. Entretanto, o mesmo resultado não foi

observado em indivíduos coletados na Baía do SG, tornando-se necessária a realização de

estudos complementares que esclareçam a questão.

De maneira geral, os resultados obtidos indicam a potencialidade da espécie M. liza

como bioindicador, e o uso de biomarcadores hematológicos e bioquímicos como ferra-

mentas capazes de refletir e auxiliar na avaliação de estresse ambiental.

A crescente urbanização da BH do SG e BH do Ratones mostrou-se um desafio na

conservação dos ecossistemas aquáticos destas regiões. A contaminação dos ambientes na-

turais estudados reflete diretamente na fisiologia de organismos aquáticos, representando

uma ameaça a homeostasia da EE Carijós.

Com o presente trabalho, enfatizamos o valor e a necessidade da colaboração entre
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acadêmicos, instituições governamentais e extrativistas no desenvolvimento de estudos

sobre indicadores e ferramentas úteis para a conservação e gestão de ambientes naturais.
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