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Resumo

A liberagdo de fumaca metalica por indUstrias metallrgicas contamina o meio aéreo e
aquatico. O aumento de metais no meio aquatico pode gerar desequilibrio e desenvolver
patologias nos organismos. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a
bioconcentracdo de metais presentes no material particulado atmosférico sedimentével
(MPASe), as respostas antioxidantes e alteracBes histopatologicas em branquias,
hepatopancreas, rins e muasculos (vermelho e branco) do peixe estuarino robalo-peva,
Centropomus parallelus. Os peixes foram expostos a concentracdes ambientalmente
relevantes considerando dados de MPASe do Instituto do Meio Ambiente e Recursos
Hirdricos - IEMA (0,0; 0,01; 0,1 e 1g L™ de MPASe) por 96 horas, em sistema estatico.
Nos quatro 6rgdos foram determinados a atividade da superdxido dismutase (SOD),
exceto masculo, catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa-S-transferase
(GST), o nivel de glutationa reduzida (GSH) e peroxidacdo lipidica (LPO). No
hepatopancreas foi também determinado o nivel de metalotioneina (MT) e de proteinas
carboniladas (PC). Histopatologias foram determinadas nas branquias, hepatopancreas e
rins. Os resultados mostraram um acumulo de metais nos peixes no hepatopancreas > rins
> branquias > musculos. O ferro e zinco foram os metais que mais acumularam. Os
marcadores bioguimicos mostraram que houve ativagao do primeiro sistema de defesa antioxidante,
a SOD teve uma alteragdo significativa nas branquias e hepatopancreas, a CAT foi alterada no
hepatopancreas e rins e a GPx teve alteracdo significativa somente no hepatopancreas. O contetido
de GSH e a atividade de GST foi alterado nos rins e musculo branco. A LPO apresentou alteracoes
nos musculos branco e vermelho, e PC foi alterada somente no misculo branco. Em relacdo aos
marcadores morfoldgicos foi abservado hiperplasia do epitélio lamelar e do filamento, fusdo
parcial lamelar das branquias. No hepatopéancreas foram registradas alteracdes estruturais
no parénquima e hipertrofia de hepatocitos, enquanto nos rins ocorreram hipertrofia
nuclear e celular A incidéncia das alteragdes indica que os efeitos gerados pelo MPASe
sdo reversiveis, entretanto podem torna-se graves caso Sejam mais recorrentes,
principalmente em concentracdes iguais ou superiores a 0,1 g L MPASe. Por isso,
reforca-se a necessidade de criar normativas que impegam ou diminuam a emisséo desse
material no meio atmosférico.

Palavras-chave: Metais; peixes neotropicais; meio aquatico; biomarcadores;

contaminacédo atmosférica.
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Abstract

The release of metallic smoke by metallurgical industries contaminates the air and water
environment. The increase of metals in the aquatic environment can develop imbalance
and pathologies in organisms. In this context, the aim of this study was to evaluate the
bioconcentration of metals present in sedimentable atmospheric particulate matter
(MPASe), such as antioxidant responses and histopathological changes in gills,
hepatopancreas, kidneys and muscles of estuarine fat snook fish, Centropomus parallelus.
The fish were exposed to environmentally relevant concentrations (0.0; 0.01; 0.1 and 19
Lt of MPASe) for 96 hours, in a static system. In the four organs, the activity of
superoxide dismutase (SOD) was determined, except muscle, catalase (CAT), glutathione
peroxidase (GPx), glutathione-S-transferase (GST), the level of reduced glutathione
(GSH) and lipid peroxidation (LPO). In the liver, the level of metallothionein (MT) and
carbonyl proteins (PC) was also determined. Histopathologies were determined in the
gills, hepatopancreas and kidneys. The results showed that the accumulation of metals in
fish in the hepatopancreas > kidneys > gills > muscles. Fe and Zn were the metals that
most accumulated. While the biochemical markers showed that in the gills only SOD (0.1
g L) had a significant decrease, in the hepatopancreas, the activity of SOD (1 g L) and
CAT (0.01; 0.1; 1 g L) decreased while GPx (1 g L) increased. In those exposed, CAT
(1 g LY and GST (1 g L) activity increased, as did the GSH content (0.1 and 1 g L™?).
White muscle increased GSH content (0.01 and 1 g L) and GST activity (0.01and 0.1 g
L) and LPO levels (0.01 g L™). In the red muscle, there was an increase in LPO (0.1 g
L) and PC (0.01 and 0.1 g L™). In the gills, lesions such as hyperplasia of the lamellar
epithelium and filament, partial lamellar fusion and necrosis were more frequent after
exposure to 0.1 g L of MPASe. In the hepatopancreas, altered alterations in the
parenchyma and hypertrophy of hepatocytes were registered, while in the kidneys,
nuclear and cellular hypertrophy occurred. The incidence of alterations indicates that the
effects generated by MPASe are reversible, however they can become serious if they are
more recurrent. Therefore, the need to create regulations that prevent or reduce the

emission of this material into the atmosphere is reinforced.

Keywords: Metals; neotropical fish; half aquatic; biomarkers; atmospheric

contamination.
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1 INTRODUCAO
1.1  Contaminacdo ambiental

A ocorréncia de metais € comum em diferentes ambientes porque é parte
constituinte do solo e rochas (Chen et al., 2021). Alguns metais sdo considerados
essenciais para a vida bioldgica, uma vez que 0s organismos necessitam de quantidades
especificas para o0 bom funcionamento fisiologico e, se insuficientes ou excessivas,
podem causar desequilibrios metabdlicos. Outros, sdo considerados toxicos, mesmo em
quantidades muito pequenas pois podem alterar o0 metabolismo e processos fisioldgicos

(Chen et al., 2021; Garai et al., 2021; Ajala et al., 2022),

Entretanto, com o crescimento industrial, agricola e urbano, as concentracdes dos
metais tém aumentado no ambiente e seus efeitos foram potencializados (Chen et al.,
2021; Garai et al., 2021). Estudos indicam que 0s metais como um dos principais
problemas globais da atualidade, uma vez que sdo os causadores de polui¢cdo de agua
potavel, de alimentos e do solo e, consequentemente, responsaveis por gerar riscos a

biodiversidade da fauna e flora (Rehman et al., 2021; Tsai et al., 2021; Ajala et al., 2022).

Rehman e colaboradores (2021) descrevem 0s metais como responsaveis por
danificar raizes, folhas e componentes celulares de plantas, como também afetar
respectivas fotossinteses e balanco hidrico. Nos solos, esses elementos podem causar um
desequilibrio microbiol6gico e reduzir a fertilidade (Garai et al., 2021). Ajala e
colaboradores (2022) mostram que esses metais podem bioacumular em figado e rins de
peixes, além de estudos que trazem compilados de registros de altera¢cdes no metabolismo
humano, com danificacdes da membrana e do DNA, incluindo alteragbes das acOes

enzimaticas (Witkowska et al., 2021).
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Apesar dos metais participarem de processos naturais, os efeitos gerados para 0s
organismos dependem muito da dose, concentragéo e tempo de exposi¢éo, podendo ser
agravado pelas variacbes do ambiente decorrentes das mudancas climaticas (Rehman et
al., 2021; Stark et al., 2022; Ajala et al., 2022). Além disso, o potencial de bioacumular
na cadeia trofica torna a natureza desses elementos ainda mais perigosa (Garai et al.,

2021).

Os metais sdo elementos naturais encontrado na crosta terrestre e em diferentes
ambientes (Chen et al., 2021) e fazem parte de ciclos biogeoquimicos do ambiente sendo
encontrados também nos ecossistemas aquaticos. Atividades domésticas, da agricultura e
industriais sdo responsaveis por impactar direta e indiretamente 0 ambiente aquético.
Diretamente por descarga de esgoto e escoamento agricola e, indiretamente por particulas
de contaminantes metalicos suspensas no ar que ao sedimentarem contaminam todo o

ambiente terrestre aquético (Arrivabene et al., 2015, Souza et al., 2018 b, 2019).

1.2 Material Particulado Atmosférico Sedimentavel (MPASe)

O material particulado atmosférico sedimentavel (MPASe) sdo residuos
eliminados, via chaminés das fabricas, que se depositam no solo e na 4gua. Particulas que
possuem didmetro <10 um, denominadas PM10 e PM2,5, em geral, ficam suspensas no
ar contaminando o ambiente aéreo, apesar de também ocorrer sedimentacdo devido a
ventos e/ou durante o periodo de chuvas. O MPASe ¢ caracterizado por particulas >
PM10. Independentemente do tamanho do MPASe, particulas podem se dissociar em
meio aquoso em metais e nanoparticulas metalicas (< 200 nm) contaminando o0s
ecossistemas aquaticos e a biota (Soares et al., 2022; De Angelis et al., 2022). A figura 1

exemplifica como pode acontecer a transferéncia de metais no ecossistema, podendo
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biomagnificar ao logo da cadeia trofica. A figura resume os resultados obtidos por Souza
e colaboradores (2021 c) que analisou a transferéncia e acimulo de metais (B, Al, V, Cr,
Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Ag, As, Se, Rb, Sr, Pb e Hg) em diferentes organismos constituintes
de 3 cadeias tréficas identificadas nos dois estuarios da regido de Vitoria, ES: planta-
caranguejo-peixe, plancton-camaréo-peixe e camardo-ostra. Os resultados mostraram que
h& transferéncias dos metais entre esses organismos e que a teia planta-caranguejo-peixe
tem maior potencial de acimulo de metais. Além disso, a transferéncia de metais varia de

acordo com os insumos antropogénicos que afetam esses locais,

Figura 1. Transferéncia de metais na cadeia trofica a partir da sedimentacdo de material
particulado atmosférico sedimentavel liberados por inddstrias siderdrgicas.

A dissocia¢do do MPASe na &gua facilita a absorgédo de metais e/ou nanoparticulas
pela biota, que alcangando a corrente sanguinea pode ser distribuida por todo o organismo

e acumular nos érgdos, gerando varios efeitos deletérios a satde.

Embora, essa dissociacdo aconteca em niveis subletais — sem causar episodios de
mortalidade — a continua deposicdo de MPASe pode promover uma reducdo no
desempenho dos animais (Soares et al., 2022; De Angelis et al., 2022). A toxicidade

gerada pelo excesso de particulas metalicas é o tema de muitos estudos que demonstram
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reducdo na capacidade reprodutiva (Chakraborty, 2021), acdo cancerigena (Steinhagen et
al., 2004), afetando o sistema nervoso periférico que consequentemente afeta a interacéo
dos peixes no ambiente (Paschoalini e Bazzoli, 2021), a capacidade imune do animal
(Soares et al., 2022), a eficiéncia respiratdria (De Angelis et al., 2022), funcédo cardiaca

(Adorno et al., 2023) e causando genotoxicidade (Souza, 2022).

Além disso, ha estudos que indicam que a populagdo humana pode ser afetada por
essas particulas metalicas, direta e indiretamente. A via direta ocorre pelo sistema
respiratério, onde registros cientificos mostraram que essas particulas podem gerar
quadros de necrose e apoptose de células pulmonares (Morozesk et al., 2021, Galvao et
al., 2023). A outra via é indireta, a partir da cadeia trofica, através do consumo alimentar
de metais acumulados em peixes que tem sido intensivamente associado a esses fatores

(Ajalaet al., 2022).

1.3 Peixes - Organismos Bioindicadores

A contaminacdo do ambiente gera diretamente um desequilibrio na fisiologia dos
animais e/ou populacdes que vivem nesses meios. Esses organismos que respondem a
alteracdes ambientais sdo chamados de organismos bioindicadores sendo importantes em

estudos que buscam avaliar os impactos ecologicos (Naigaga et al., 2011).

Espécies aquaticas sdo utilizadas para avaliar a qualidade da dgua, dado que esses
organismos séo seres sensiveis a mudangas do ambiente aquéticos e a poluigdo (Birungi
et al., 2007). Eles podem indicar o nivel de contaminacéo do local através de marcadores
celulares/bioquimicos, fisiol6gicos e morfoldgicos em cada individuo. Atualmente, o uso

de marcadores em 6rgaos e tecidos desses animais tem sido utilizados para avaliar como
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0s organismos respondem a contaminagdo. As branquias, figado/hepatopéancreas e rins de

peixes sdo Orgdos-alvo para estudos ecotoxicoldgicos (Xu et al., 2022).

A branquia é considerada um 6rgdo multifuncional, sendo importante para a
respiracdo, regulacdo osmotica e equilibrio &cido-base e é considerada como a porta de
entrada de poluentes em peixes de agua doce por terem grande superficie de contato com
0 meio aquatico e distancia de difusdo agua-sangue muito pequena. Podem ser 6timos
modelos para avaliar os riscos que 0 ambiente e o animal enfrenta (Xu et al., 2022) e onde

iniciam os efeitos tdxicos nos peixes (Jiao et al., 2019; Xu et al., 2022).

O figado, é 6rgdo dos peixes mais utilizados em estudos para avaliar a toxicidade
em animais. E conhecido pela funcdo de armazenamento de nutrientes e por ter um
importante papel no processo de detoxificacdo e metabolizar varios xenobidticos, além
da funcdo como 6rgdo imunoldgico ligada a resposta imune inata do metabolismo
(Carvalho et al., 2022). E um 6rgdo formado por uma matriz primaria de hepatdcitos,
canaliculos biliares e vasos sinusoides. No geral, 0s peixes possuem um paréngquima
hepatico circundado por uma camada de tecido conjuntivo denso formando septos que se
subdividem em lobos (Causey et al., 2018; Long et al., 2022; Carvalho et al., 2022). O
papel do hepatopancreas dos peixes é de degradar metabolicamente os xenobidticos —
desintoxicando e/ou biotransformando. O figado/hepatopancreas é considerado o 6rgédo
gue mostram 0s primeiros sinais de alteracdes e lesdes morfoldgicas causadas pelas

mudangas ambientais e poluicdo (Carvalho et al., 2022).

Os rins sdo 6rgdos compostos por néfrons que filtram o sangue, absorvem agua e
nutrientes, além de excretar outras substancias; é responsével por parte da regulacdo

osmatica e sais nos peixes e importante para a manutencdo do meio interno quanto ao
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equilibrio hidroeletrolitico e excre¢do de xenobidticos. Os rins sdo 6rgaos que podem ser

afetados pelos contaminantes do ambiente (Carvalho et al., 2022).

Os musculos dos peixes sdo a parte comestivel por humanos e a maior porc¢ao da
massa corporea dos animais. O sistema locomotor dos peixes é altamente especializado e
por isso pode ser divido de acordo com as fibras: brancas, vermelhas e rosas (Santos,
2007). Atualmente, diversos estudos envolvendo anélise de poluicdo aquatica tem usado
amostras de musculos de peixes para avaliar a saude do ambiente e o nivel de acumulacao
de xenobidticos que podem ser causadores de riscos a salde humana (Monferran et al.,

2016; Griboff et al., 2017; Garnero et al., 2020).

1.4 Marcadores bioquimicos e morfologicos

O uso de marcadores bioquimicos em espécies de peixes tem sido muito aplicado
nos estudos de monitoramento ambiental, uma vez que, 0s organismos aquaticos sdo
sensiveis a alteragdes no meio aquatico (Fernandes et al., 2012). As respostas bioquimicas
mostram as primeiras alteracbes em organismos expostos ao xenobidtico como 0s metais
e metaldides.

Alguns metais, denominados essenciais, fazem parte de processos fisiolgicos
fundamentais para os organismos, mas em concentra¢des muito altas podem ser toxicos.
Metais ndo essenciais ndo desempenham papel fisioldgico e quando sdo absorvidos
podem se ligar a sitios pertencentes a metais essenciais e alterar processos metabolicos e
fisioldgicos causando toxicidade que pode exceder o toleravel para o animal (Rainbow &
Luoma, 2011). A assimilacdo dos metais pelos peixes ocorre a partir da ingestdo das
particulas suspensas na agua ou por alimentos, ou ainda, por trocas de ions vias

membranas lipofilicas — branquias e tecidos — e por adsor¢édo na superficie da membrana
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(Garai et al., 2021; Ajala et al., 2022) (Figura 2). Metais, metaldides e nanoparticulas
metalicas podem afetar vias metabdlicas das células dependendo do nivel de
contaminacdo ambiental e bioacumular nos tecidos e Orgdos. Para eliminar esses
elementos do meio intracelular, as células degradam ou biotransoformam os xenobi6ticos
(Barreiros et al., 2006; Souza et al., 2018 a; Gutiérrez-Martinez et al., 2020; Tavares et
al., 2020; Morais et al., 2021).

Os processos de detoxificagdo celular desempenham papel importante na
manutencdo do potencial redox de forma a evitar o estresse oxidativo. As enzimas
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) sdo a primeira
linha de defesa antioxidante do organismo e as moléculas como glutationa (GSH) e
metalotioneina (MT) atuam como antioxidantes (Barreiros et al., 2006; Yadav, 2010; Jain
et al., 2016). Outra importante enzima é a glutationa-S-transferase (GST), uma enzima de
biotransformacéo de fase I1, responsavel por tornar os contaminantes mais hidrossoluveis

para poderem ser eliminadas do organismo mais facilmente (Barbosa et al,, 2010).

Bioconcentragao:
Figado, rins,
metabdlitos

® ‘ 5 S | = Muco - epiderme
. . Absorsao a o ). 1 St ’ Figado - Intestino - fezes
ety
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xenobiéticos SANGUE Armazenamento:
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Figura 2. Esquema da absor¢do-excrecdo de xenobioticos nos metabolismos dos peixes.

Os primeiros agentes causadores de danos nas células geralmente sdo as especies
reativas de oxigénio (EROs), como superdxido, peroxido de hidrogénio e radical

hidroxila que sdo produzidas pelas mitocondrias dentro das células dos organismos
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(Lambert e Brand, 2009). Quando a producgdo de espécies reativas de oxigénio é maior
do que a capacidade do sistema antioxidante em neutralizar essas moléculas ocorre 0
estresse oxidativo (Barreiros et al., 2006; Tavares et al., 2020) (Figura 3). Portanto, a
avaliacdo das respostas antioxidantes e dos danos oxidativos de organismos aquaticos
expostos a0 MPASe, em condi¢Ges controladas, é importante para determinar as

concentragfes que geram ou nao respostas bioldgicas.

Poluicao
Disponibilidade de
Oxigénio
pH
Radiacao solar

Figura 3. Elementos que podem induzir a producdo de espécies reativas de oxigénio e 0s
mecanismos de defesa que inclui antioxidantes enzimaticos e ndo-enzimaticos para eliminacéo de
metais.

O acumulo de espécies reativas de oxigénio nas células dos organismos pode gerar
uma oxidacdo de biomoléculas ocasionando histopatologias (Fatima et al., 2015). Essas
anomalias morfoldgicas sdo ferramentas para avaliar a acumulagéo de toxicos nos tecidos
(Chovanec et al., 2003), pois trata-se de andalises das patologias causadas na estrutura do

tecido corporal a nivel microscépico (Lakra et al., 2019).

As alteracdes a nivel tecidual podem fornecer informac@es dos potenciais impactos

ambientais. A avaliacdo final é o exame microscopico dos tecidos-alvo por meio de
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histopatologias (Fatima et al., 2015). Além de lesdes teciduais, pode ser observado
quadros de necroses, infec¢bes, doengas e presenca de parasitas como reacdo defensiva

inflamatoria dos animais (Vinodhini e Narayanan, 2009).

Orgéos como as branquias, figado, rins e pele dos peixes si0 muito usados em
andlises de alteragdes morfoldgicas (Fatima et al., 2015; Abiona et al., 2019; Reboa et al.,
2019; Lakra et al., 2019), principalmente por serem 6rgdos responsaveis pelas fungdes

vitais (reproducdo, respiracédo e excre¢do) dos peixes (Lakra et al., 2019).

1.5  MPASe na regido de Vitéria (ES, Brasil)

Diversas regides do Brasil tém contaminacdo por materiais emitidos por
atividades industriais (Fontenele et al., 2009; Molisani et al., 2013). Na regido de Vitoria,
estado do Espirito Santo, industrias siderurgicas responsaveis pelo transporte e
pelotizacdo de minério de ferro e producdo de aco emitem no ar compostos quimicos e
material particulado (MP) com constituicdo metalica denominado popularmente “pd
preto” (Abreu et al., 2017; Santos et a., 2017; Galvéo et al., 2018; Costa et al., 2019).

Estudos isotdpicos e nanocristalograficos realizados em estuarios e manguezais
desta regido evidenciaram a presenca de metais e nanoparticulas metélicas em diferentes
organismos, incluindo plantas e animais com o mesmo perfil encontrado no MPASe
emitido pelas siderurgicas locais, e foi demonstrado a transferéncia de metais, incluindo
metais emergentes, via cadeia trofica, atée os peixes (Arrivabene et al., 2015; Souza et al.,
2018 b; Souza et al., 2021 b, c). Estes estudos confirmaram ndo apenas a contaminacgao
dos estuarios e manguezais por MPASe quanto dos organismos que neles vivem (Souza

et al., 2018 b; 2019).
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Entretanto, ndo sdo somente os animais que sdo diretamente impactados pelo
MPA. A populacdo também sofre com o excesso de metais no ambiente, estudos
mostraram a internalizacdo de nanoparticulas metalicas indicando potencial interacdo
com a estrutura celular e processos biolégicos. Foi demonstrado, in vitro, através de
estudos de nanocristalografia, a presenca de metais (Ti, Bi e Ce - a partir do material
particulado atmosférico) em células pulmonares humanas (MRC-5). Os efeitos gerados
no meio intracelular foram citotoxicos e genotoxicos frente a Cr, Fe, Ni, Al, Pb e Hg que

alteraram lisossomos e DNA estrutural (Souza et al., 2022).

2 HIPOTESES

e Hipotese nula: Os metais presentes no material particulado atmosférico
sedimentavel ndo bioacumulam no organismo, ndo altera o sistema antioxidante em
branquias, hepatopancreas, rins e musculos e a histologia de branquias, hepatopancreas
e rins de C. parallelus, ap6s exposicdo de 96 horas.

e Hipotese alternativa: Os metais presentes no material particulado atmosférico
sedimentavel bioacumulam no organismo, altera o sistema antioxidante em branquias,
hepatopancreas, rins e masculos e a histologia de branquias, hepatopéancreas e rins de

C. parallelus, apds exposi¢do de 96 horas.

3 OBJETIVOS
3.1  Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo determinar a bioconcentracdo de metais,

alteracdes no sistema antioxidante e danos morfologicos em orgaos de Centropomus
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parallelus (robalo-peva), exposto a concentragfes ambientalmente relevantes de MPASe

por 96 horas.

3.2 Objetivos especificos

« Determinar e quantificar os metais e metaldides presentes no MPASe;

« Determinar e quantificar os metais e metaldides dissolvidos na agua ap6s a exposicao

por MPASe;

« Determinar a bioconcentracdo dos metais e metaldides em branquias, hepatopancreas e

rim, musculo branco e vermelho de C. parallelus, ap6s 96 horas de exposi¢do ao MPASe;

« Determinar alteragdes no sistema antioxidantes nos érgaos de C. parallelus, analisando
a atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPx), glutationa-S-transferase (GST), nivel da glutationa reduzida (GSH),

metalotioneina (MT), lipoperoxidacdo lipidica (LPO) e proteina carbonilada (PC).

« Avaliar os danos morfologicos em branquias, hepatoancreas e rim de C. parallelus ap6s

a exposicao ao MPASe.

4 MATERIAL E METODOS

4.1  Coleta do material particulado atmosférico

O MPASe foi coletado na Ilha do Boi, cidade de Vitoria, Espirito Santo, Brasil,
(20°17'03,8"S e 40°14'24,9"W) em outubro de 2020 (Figura 4). Esse local esta separado
do centro urbano e recebe pouca influéncia de material liberado pela emissao veicular,

porém é diretamente impactada por atividades industriais desenvolvidas no Complexo do
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Tubardo, local que inclui indlstrias de pelotizacdo de minério de ferro, siderurgia,
mineracdo e exportacdo de ferro e aco na cidade de Vitéria. O local possui uma

certificacdo do INMETRO para monitoramento atmosférico.
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Figura 4. Regido da Ilha do Boi, localizado na grande Vitoria, ES, Regido contaminada por
MPASe.

As coletas foram realizadas com o auxilio da organizacdo ndo governamental
JUNTOS SOS ES Ambiental. O MPASe foi coletado a 20 m de altura do solo em
recipientes plasticos e armazenados em sacos plasticos até serem usados na

experimentacao, como de acordo com procedimentos descritos por Souza et al. (2021 a).

4.2  Centropomus parallelus
Cetropomus parallelus (Figura 5), é uma espécie considerada organismo-modelo
em estudos que envolvem alteragdes do ambiente, uma vez que sao sensiveis a mudancas

do meio aquatico (Ballestero et al., 2017; Santos et al., 2021; Silva et al., 2022).
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Figura 5. Exemplar de Robalo-peva (Centropomus parallelus). Autor: Nathan de Souza Vieira.

Classificacdo sistemaética da espécie:
Filo: Chordata
Classe: Actinopterygii
Ordem: Perciformes
Familia: Centropomidae
Género: Centropomus

Espécie: Centropomus parallelus (poey, 1860)

Os robalos sdo espécies protandricas e tém uma ampla distribuicdo geografica —
habitando desde a Fldrida até a regido sul do Brasil. Quando jovens, sdo machos e vivem
em estuarios apresentando adaptacdes fisioldgicas que os permite suportar diferentes
niveis de salinidade (Borges, 2010). Além disso, é muito apreciado na alimentacdo de
humanos permitindo a contaminacdo indireta da populacéo pelos elementos presentes no
MPASe (Cerqueira, 2005).

O robalo é considerado um organismo modelo para este estudo, pois é encontrado

nessas regides contaminadas de Vitoria e fazem parte de pratos tipicos capixabas, que por
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consequéncia, cada vez mais oferece riscos a salde publica. Portanto, amostras de
branquias, hepatopéncreas, rins e musculos de C. parallelus foram usados para a
avaliacdo dos impactos ambientais gerados pelos metais constituintes do material

particulado atmosférico liberado por siderurgicas.

4.3  Peixes e condicdes experimentais

O presente estudo utilizou 80 exemplares juvenis de C. parallelus (Massa
corporea = 60.91 £ 0.18 g e comprimento total = 18.97 £ 0.03 cm, média + erro padrao).
Os peixes foram capturados na regido estuarina do litoral do estado do Parana (Brasil) e
aclimatados no laboratério do Centro de Estudos do Mar da Universidade Federal do
Parana, em Pontal do Parana, PR. A coleta dos exemplares de peixes foi autorizada por
SISBIO n° 77713, Os organismos foram aclimatados por 15 dias com alimentacio ad
libitium efetuada diariamente com peixes (Astyanax sp.) vivos. Vinte e quatro horas antes
do inicio dos experimentos, a alimentacdo foi suspensa. Durante este periodo houve

recirculacdo da agua.

Trés a quatro peixes foram distribuidos aleatoriamente em 12 tanques circulares
de 310 L, de acordo com o recomendado pela OECD (2019), considerando 1g-peixe/L de
agua com aeracdo e aclimatados durante quinze dias em 23,0 + 2,4° C e salinidade

constante (20 ppt), fotoperiodo de 12 h claro: 12 h escuro, em sistema estatico.

A 4gua usada na aclimatacao e durante os experimentos foi coletada em mar aberto
a aproximadamente 20 km de distancia dos estuarios. Esta captacdo ocorreu naturalmente,
passando somente por uma camada superior de areia do fundo do mar e, em seguida, a
uma manta composta por polipropileno que reveste toda a tubulacdo de captacdo

impedindo a entrada da areia nos sistemas de bombeamento. Apds a captacdo, a dgua
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circulou somente dentro dos tanques com filtragem bioldgica até o momento do inicio

dos experimentos.

4.4  Delineamento experimental

A exposicdo de C. parallelus ao MPASe foi realizada nos mesmos tanques de
aclimatacdo em sistema estatico, por 96 h. Os peixes (n = 10 em cada tratamento) foram
submetidos a 4 tratamentos: controle (CN), sem adi¢do de MPASe (0,0 g L™ MPASe);
tratamento 1, com adicdo de 0,01 g L™* de MPAseg; tratamento 2, com adigéo de 0,1 g L™
de MPAse; e tratamento 3, com adi¢do de 1,0 g L™ de MPAse. As concentracoes
utilizadas sdo ambientalmente relevantes considerando os dados de MPASe do Instituto
de Meio Ambiente e Recursos Hidricos (IEMA, 2021). O delineamento experimental foi
realizado duas vezes, seguindo exatamente as mesmas etapas, de forma que foram
expostos um total de 40 animais por vez, de forma a respeitar 1g-peixe/L, como as

diretrizes da OECD (2019) (Figura 6).

Os experimentos e procedimentos foram realizados de acordo com os principios
éticos em experimentagdo animal e aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais

(CEUA) n° 12/2021 da Universidade Federal do Parana (UFPR).
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Figura 6. Esquema do delineamento experimental, CN: Tratamento controle, sem adi¢do de
MPASe; T1: Tratamento 1, adicdo de 0,01 g L' de MPASe; T»: Tratamento 2, adigdo de 0,1 g L
! de MPASeE; e T3: Tratamento 3, adicdo de 1 g L™ de MPASe.

Durante o periodo de exposicao foram controladas as variaveis fisicas e quimicas
da agua nos tanques com 0,0; 0,01; 0,1 e 1 g L™t de MPASe, (Tabela 1) e coletados 40 mL
de agua da coluna d’agua para realizacdo da analise elementar. O controle das variaveis

e a coleta de agua foram realizadas a 0, 1, 3, 6, 12, 24, 48, 72 e 96 horas de experimento.

Tabela 1. Valores médias das varidveis fisicas e quimicas da agua nos tanques de
experimentacdo: temperatura, pH, nivel de amonia e condutividade da agua durante o
periodo de exposicao.

00gL? 001gL™ 01gL? 1gL™?
Temperatura (°C) 226+1,3 226%125 22,6 £1 22,6 +1,01
pH 78+014  7,8+0,22 78+05 8,0+0,15
Aménia (ppm) 0,010,008 0,02 +0,006 0,02+0,005 0,02+ 0,0005

Condutividade (mScm™) 24,74+0,3 24,96+0,2 24,84 +0,2 24,82 +0,2

A aeracdo (5 mg L) e salinidade (20 ppt) foram constantes durante o periodo de exposigo.

Apos 96 horas de exposicdo ao MPASe, os animais foram eutanasiados com

overdose de benzocaina (1 g: 10 L), seguida de seccdo medular. As branquias,
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hepatopancreas, rins, musculo vermelho e muasculo branco foram removidos. As amostras
para anélise quimica foram armazenadas em freezer a -20 °C. Para analises bioquimicas,
as amostras foram armazenadas inicialmente em nitrogénio liquido e, em seguida
mantidas em freezer a -80 °C e, para andlises histoldgicas as amostras foram fixadas em

gluteraldeido 2,5% em tampéo fosfato 0,1M, pH 7,4 e mantidas em temperatura ambiente.

45  Analise quimica dos constituintes do MPA, &gua experimental, branquias,

hepatopancreas, rins e musculos de C. parallelus.

Amostras do MPASe (0,1 g de peso seco) e de branquias, hepatopancreas e rins
foram digeridas em sistema fechado, usando digestor microondas MARS 6 230/60,
com 4 mL de acido nitrico, 1 mL de acido cloridrico ambos sub-boiling e filtradas em
filtros de nitrocelulose 0,45 pm de acordo com descrito por EPA et al. (1994). Todas
as amostras passaram pelo mesmo procedimento e as amostras digeridas foram
transferidas para tubos de polietileno sendo armazenadas a 4 °C até a analise.

A quantificacdo dos metais presentes nas amostras foi realizada em
espectrometro de massa com plasma indutivamente acoplado (Q-ICPMS, Aglent 7500
Series CX technology) equipado com ASX-100 autosampler (CETAC-technologies,
Omaha, NE, USA). O ICPM-MS analisa varios elementos em concentracfes menores
a 1 pg LT, simultaneamente de forma rapida e precisa (Matos, 2021). As analises
foram realizadas no Instituto de Tecnologia e Ciéncia Alimentar de Cordoba (YCITAC
- Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina). Para o preparo da anélise, usou-se 2 mL
de amostra digerida, adicionadas a 20 AL da solugdo padréo interno e 8 mL de agua acidificada
a 2%.

Foram analisados 27 metais: Aluminio (Al); Titanio (Ti); Vanadio (V); Cromo

(Cr); Manganés (Mn); Ferro (Fe); Niquel (Ni); Cobre (Cu); Zinco (Zn); Arsénio (As);
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Selénio (Se); Rubidio (Rb); Estroncio (Sr); itrio (YY); Zirconio (Zr); Niobio (Nb); Prata
(Ag); Cadmio (Cd); Estanho (Sn); Bério (Ba); Lantanio (La); Cério (Ce); Tungsténio
(W); Mercurio (Hg); Chumbo (Pb) e Bismuto (Bi), Ouro (Au). As analises foram feitas
em triplicata de acordo com a método 200,8 (USEPA, 2009). O controle de qualidade
foi feito utilizando material de referéncia certificado (CRM: MR-Agro E3002A, July

2020). A recuperacdo do CRM foi 89 £ 18 %.

4.5.1 Dessalinizacdo da dgua experimental para determinagdo de metais

As amostras de agua experimental foram filtradas em fibras de vidro (Glass

microfiber filtres 47 nm, Whatman GF/C) e acidificadas até pH 2.

Para ativacdo da coluna (cartuxo), adicionou-se 10 mL de acido nitrico 5%, em
seguida adicionou-se 10 mL de HO ultrapura, posteriormente 5 mL de metanol, 5 mL
H-O ultrapura e, para finalizar, acrescentou-se 5 mL de acetato de amoénio (0,01M). Em
seguida, foi feito uma solucdo usando 40 mL de amostra de agua experimental, 40 uL de
hidroxidoguinolinona (8-HQ — M 146,18 g moL ™) e ajustado pH para 8,0 usando solug&o

de am6nia 5 M e 4cido nitrico 2M, como descrito no protocolo de Kellner et al. (1998).

Apos a passagem da agua pela coluna, as amostras foram transferidas para

eppendorf 2,5 mL e armazenadas em freezer 4 °C até analise.

4.6 Determinacdo de enzimas e moléculas antioxidantes, peroxidacéao lipidica e

proteinas carboniladas

Amostras de branquias, hepatopancreas, rins, musculos branco e vermelho foram

homogeneizados com tampdo fosfato 0,1 M (pH 7,6) em sonicador ultrassénico de
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ponteira (Eco-Sonics, QR500, Brasil). As amostras foram centrifugadas a 10,000 g por

10 mina4° C.

A concentracdo de proteinas das amostras foi determinada de acordo com o
método descrito por Bradford (1976) utilizando alboumina de soro bovino (BSA) como
padrdo e medida em absorbancia de 595 nm em leitora de microplaca (SpectraMax M5

Multi-Mode, Molecular Devices, USA).

Em seguida, a atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase
(CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa-S-transferase (GST), a concentracédo de
glutationa reduzida (GSH) e peroxidacdo lipidica (LPO) foram determinadas em
branquias, hepatopancreas e rins. A metalotioneina (MT) e proteinas oxidadas (OP) foram
determinadas apenas em hepatopancreas e, nos musculos foram determinados a catalase,
glutationa-S-tranferase, glutationa reduzida, peroxidacdo lipidica e proteina carbonilada.
Todas as analises bioquimicas foram realizadas em leitora de microplaca (SpectraMax

M5 Multi-Mode, Molecular Devices, USA).

A atividade da superdéxido dismutase (SOD) foi determinada usando Xantina
oxidase para gerar radicais superoxido. A absorbancia da reducdo de citocromo C foi a
550 nm e expressa em U SOD mg pt™ min, de acordo com McCord e Fridovich (1969),
A anélise da CAT foi determinada usando solugdo de H>O> (0,03 M). A decomposicao
do H20: foi determinada em absorbancia 240 nm, durante 3 min, e sua atividade foi
expressa em umol H20, mg pt* mint, conforme com Beutler (1982). A atividade da GPx
foi determinada usando o T-Butil (Tert-Butylbenzene — 7,5 mM)) para a oxidagédo de
NADPH. A absorbancia de 340 nm, foi medida por 3 min com intervalos de 15 s e foi
expressa em nmol NADPH mg pt* min™, como descrito por Beutler (1975). A atividade

da GST foi determinada usando CDNB (1-cloro-2,4-dinitrobenzeno — 1,33 mM) como
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substrato. A absorbancia foi determinada a 340 nm, medida por 4 min com intervalos de
20 s. A atividade da GST foi expressa em nmol CDNB mg pt* min™, como descrito por

Keen et al., (1976).

A concentracdo de MT foi quantificada a partir do contetido residual de SH usando
reagente de Ellman (5,5-dithiobis-2-nitrobenzoic acid, DTNB) a 412 nm. O contetdo de

MT foi expresso em nmol mg pt, assim como descrito por Viarengo et al., (1997).

A concentracdo de GSH foi determinada usando NDA (2,3-
naftalenodicarboxaldeido) reagindo com o GSH para formacao da solucao fluorescente.
A reacdo foi determinada na absorbancia 472 nm de excitacdo e 538 nm de emisséo, e

expressa em nmol mg, como descrito por White et al., (2003).

A concentracdo de LPO foi determinada usando o método FOX, adicionando uma
solucéo reativa com laranja de xilenol PM 760,58. A quantificacdo foi determinada em
absorbancia de 560 nm, e expressa em nmol mg pt™, como descrito por Jiang et al. (1991).
As PC foram determinadas usando reagente DNPH (2,4-dinitrofenilhidrazna) para reagéo
com grupos carbonilas e formacao de compostos conjugados de proteinas e dinitrofenil
hidrazona, com absor¢do em 355, 358, 370 e 390 nm, expressa em nmol mg pt ** (Reznick

e Packer, 1994).

4.7  Analise Histopatologica

Amostras de branquias, hepatopancreas e rins fixadas em gluteraldeido 2,5 % em
tampdo fosfato 0,1 M, pH 7,4, e desidratadas com uma sequéncia crescente de etanol em
agua destilada (70 %, 80 %, 90 %, 95 % por 1 hora e incluidas em resina (Historesina
Leica, Alemanha). As amostras foram embebidas em 95 % + resina bésica com ativador

por 4 horas, e em seguida, resina basica pura + ativador em overnight). Apds esse
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processo, as amostras sdo incluidas com resina + endurecedor em moldes proprios para
inclusdo em resina e, posteriormente foram colocadas em estufa a 37 °C, por 48 horas,

para polimerizacao.

Os cortes das amostras foram realizados no micrétomo automatico (HM 360,
MICRON, EUA) usando navalhas de vidro. Os cortes foram realizados longitudinalmente
a 3 um de espessura. As ldaminas de branquias foram apenas com azul de toluidina por 60
s e as laminas de rins foram coradas com azul de toluidina por 60 s e fucsina basica por
10 s. A andlise dos cortes histolégicos foi feita no microscopio OLYMPUS (U-
TV0,63XC, Tokyo, Japdo) e as imagens foram obtidas usando camera de video e o
software Olympus DP2-B5W. As alteracGes histologicas nos cortes histoldgicos foram

analisadas de acordo com Bernet et al. (1999).

O indice de cada lesdo — IL - foi calculado de acordo com a frequéncia e a
severidade das patologias encontradas nos 6rgdos analisados (Tabelas 2 a 4). As
alteracdes histopatoldgicas foram classificadas com base na extensdo das lesdes (Ex) e
fator de importancia (Fi) que indica o estagio ou severidade da lesdo. Ex depende da
distribuicdo da lesdo no érgdo: 0. Auséncia de lesdo (0); 1. Lesao raramente presente (10-
25%); 2. Lesdo moderadamente frequente (25 a 50%); 3. Leséo frequente (50-75%) e 4.
Lesdo altamente frequente (75 a 100%). Fi indica a severidade da lesdo e efeito na
sobrevivéncia animal: 1. Lesdo reversivel com pouca importancia; 2. Lesdo reversivel
apo6s remocgdo do agente estressor e moderada importancia patologica e, 3. Lesdo
irreversivel com alta importancia patoldgica. O IL de cada lesdo nos 6rgdos (IL) foi

determinado como: IL= Ex x Fi e o IL de cada 6rgao como ILorg = X EX X Fi.
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Tabela 2. Alteraces histologicas e patologias das branquias usadas para avaliagéo.

Patologias - Estagio 1 Patologias - Estagio 2 Patologias — Estagio 3

Hiperplasia do epitélio do Hiperplasia do epitélio Necrose

filamento lamelar

Fusdo total de 2 ou + lamelas  Ruptura do epitélio lamelar

Fusdo parcial de 2 ou + Rupturade células pilares

lamelas

Deslocamento do epitélio Aneurisma lamelar

lamelar

Edema Aneurisma apical (canal
marginal)

Congestao/Hiperemia

lamelar

Dilatagdo canal marginal

Hiperplasia/Proliferagdo de

iondcitos

Hipertrofia ~ de  células

mucosas

Hiperplasia/Proliferagdo de

células mucosas

Enrolamento lamelar apical

Atrofia do epitélio lamelar

Patologias de estagio 1 (azul) tém fator de importancia 1; Patologias de estadgio 2 (amarelo) tém fator de
importancia 2; E patologias de estagio 3 (rosa) tém fator de importancia 3.
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Tabela 3. Alterac6es histologicas e patologias de hepatopancreas usadas para avaliacéo.

Patologias - Estagio 1 Patologias - Estagio 2 Patologias — Estagio 3

Congestao/dilatacdo  do Hipertrofia dos nucleos Necrose de hepatdcitos
sinusdides na circulacao

AlteracOes estruturais e na Degeneracdo nuclear

arquitetura do parénquima

Hipertrofia nos hepatocitos

Depésitos intracelulares

nos hepatocitos

Acimulo de lipideos nos

hepatocitos

Glicogénio nos hepatdcitos

Tecido adiposo

Patologias de estagio 1 (azul) tém fator de importancia 1; Patologias de estagio 2 (amarelo) tém fator de
importancia 2; E patologias de estagio 3 (rosa) tém fator de importancia 3.

Tabela 4. Alteracdes histoldgicas e patologias de rins usadas para avaliacédo.

Patologias — Estagio 1 Patologias — Estagio 2 Patologias — Estagio 3

Atrofia glomerular Hipertrofia dos glomérulos  Necrose glomerular
Depositos intracelulares Atrofia/Nucleo  picnético  Necrose das células tubulo
dos glomérulos biliar
Vacualizacdo intracelular ~ Degeneracdo nuclear dos
glomérulos
Hipertrofia celular Hipertrofia dos tdbulos
Dilatacdo da cépsula de Atrofia/Nucleo picnotico
Bowman dos tubulos
Aumento de macrofagos Degeneracdo nuclear dos
tubulos

Melanomacrdfagos
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AlteracOes estruturais e
arquitetura

Hipertrofia nuclear

Patologias de estagio 1 (azul) tém fator de importancia 1; Patologias de estagio 2 (amarelo) tém fator de
importancia 2; E patologias de estagio 3 (rosa) tém fator de importancia 3.

4.8 Analise estatistica

Os resultados estdo apresentados como média + erro padrdo. O software InfoStat
(Di Rienzo et al., 2012) foi utilizado para as andlises estatisticas. Os dados foram
submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilks) e homogeneidade de variancia.
Diferencas entras as medias foram determinadas aplicando a andlise de variancia

(ANOVA one-way) e as médias foram comparadas pelo teste Tukey (p < 0,05).

O teste de correlagdo de Spearman foi calculado para relacionar os valores dos
metais determinados nas branquias, hepatopancreas, rins e musculos (branco e vermelho)
entre si e com valores obtidos nas analises dos marcadores bioquimicos e foi reportado

coeficientes acima de 0,50 com 95% limite de confianga (p<0.05).

5 RESULTADOS
5.1 Caracterizacdo do MPASe e bioconcentracdo dos metais nos 6rgaos

O MPASe é constituido por metais diferentes e tem concentracdes diferentes de
cada um deles. Dezessete metais foram quantificados. O Fe e Al sdo 0s que tem as maiores
concentragdes com valores superiores a 5000 ug g* de MPAS. As concentragGes de Ti,
Mn e Zn apresentaram valores entre 200 e 710 pg g™ e os elementos V, Cr, Ni, Cu, Rb,

Sr, Y, Zr, Sn, Ba, Ce e Pb apresentaram valores inferiores a 100 ug g*. As, Se, Mo, Ag,
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Cd, W, Au, Hg e Bi apresentaram valores abaixo do limite de deteccdo (LOD) desses
metais. Nb foi identificado, mas apresentou valor menor que o limite de quantificagcdo
para esse metal. A Tabela 5 mostra a concentracdo dos metais no MPASe (ug g1). O
MPASe ndo se dissolve totalmente na &gua e, parte do MPASe foi sedimentado no fundo

do aquério.

A tabela 6 mostra as concentracdes de metais dissolvidas na &gua controle e
contaminada com MPASe apds exposicao de C. parallelus, por 96 h. Se e As ndo foram
detectado no MPASe, mas foi quantificado dissolvido na &gua; V, Cr, Mn, Ni, Cu e Zn
quantificados no MPASe nao foram detectados na dgua, Ag, Cd, Hg, Mo, Nb, W e Bi ndo

foram detectados no MPASe e nem dissolvidos na agua.
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Tabela 5. Concentragdo dos metais (ug g*) no material particulado atmosférico

sedimentavel (MPASe) coletado na Ilha do Boi, Vitoria, ES, Brasil, em outubro/2020.

Elemento Concentracdo de Metais no MPASe

ug gt LOD LOQ
Fe 106140,5 0,3919 0,9666
Al 6997,19 1,2907 2,7594
Ti 708,183 0,0363 0,0807
Mn 565,241 0,056 0,1512
Zn 211,671 0,0053 0,6541
Ba 88,149 0,0942 0,1037
Sr 68,496 0,0789 0,136
Cr 55,436 0,0513 0,1182
Cu 25,495 0,2548 0,0841
\% 20,375 0,2545 0,3169
Ni 18,242 0,0627 0,1312
Ce 18,056 0,0031 0,0066
Pb 12,587 0,0423 0,094
La 9,006 0,0133 0,022
Y 5,323 0,0014 0,0033
Sn 4,945 0,021 0,55
Zr 3,831 0,0224 0,0491
Rb 2,215 0,3887 0,4476
As <LOD 0,0166 0,0148
Se <LOD 0,0073 0,0406
Nb <LOQ 0,0041 0,0096
Mo <LOD 0,0384 0,0864
Ag <LOD 0,0412 0,107
Cd <LOD 0,0415 0,077
w <LOD 0,0024 0,0069
Hg <LOD 0,0402 0,0727
Bi <LOD 0,0856 0,239
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Tabela 6. Concentragdes (ug L™, mediana (Q1-Q3) de metais dissolvido na agua
experimental do grupo controle (0,0 pg MPASe L) e expostos ao material particulado
atmosférico (MPASe) apos 96 h.

MPASe (g L?)
Elementos 0,0 (controle) 0,01 0,1 1,0
Al 82,64 76,61 69,00 60,92
(81,79-83,38) (74,88-78,35)  (68,95-69,67) (60,70-61,29)
Ti 0,89 0,61 0,34 0,57
(0,73-0,91) (0,49-0,67) (0,33-0,39) (0,46-0,66)
Y <LOQ <LOD <LOD <LOD
Cr <LOD <LOD <LOD <LOD
Mn <LOD <LOD <LOD <LOD
Fe 17,11 12,56 11,80 21,89
(16,90-17,15)  (12,42-12,74)  (11,70-12,18) (21,30-22,00)
Ni <LoQ <LOD <LoQ <LoQ
Cu <LOD <LOD <LOD <LOD
Zn <LOD <LOD <LOD <LOD
As 9,51 1,56 9,05 1,50
(9,43-9,56) (1,52-1,54) (8,99-9,09) (1,48-1,53)
Se 0,08 0,04 0,10 0,26
(0,07-0,09) (0,03-0,07) (0,08-0,12) (0,22-0,7)
Rb 0,24 0,28 0,20 0,31
(0,23-0,25) (0,27-0,29) (0,19-0,20) (0,29-0,31)
Sr 1,83 2,19 1,23 3,52
(1,89-1,84 (2,17-2,21) (1,21-1,24) (3,50-3,55)
Y <LOD <LOD <LOD <LOD
Zr 0,37 0,92 0,51 <LOD
(0,36-0,37) (0,92-0,94) (0,51-0,52)
Nb <LOD <LOD <LOD <LOD
Mo <LOD <LOD <LOD <LOD
Ag <LOD <LOD <LOD <LOD
Cd <LOD <LOD <LOD <LOD
Sn <LOD <LOD <LOD <LOD
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Ba 30,60 32,30 30,19 27,59
(30,60-30,68) (32,28-32,45)  (30,17-30,33) (27,45-27,71)
La 0,21 0,10 0,08 0,08
(0,21-0,21) (0,10-0,10) (0,08-0,09) (0,08-0,09)
Ce 0,93 1,28 082 1,14
(0,93-0,94) (1,28-1,29) (0,81-0,83) (1,13-1,14)
w <LOD <LOD <LOD <LOD
Hg <LOD <LOD <LOD <LOD
Pb 1,95 1,44 1,43 5,18
(1,93-1,96) (1,42-1,44) (1,42-1,44) (5,16-5,19)
Bi <LOD <LOD <LOD <LOD

Embora parte do MPASe se deposita no fundo do aquario, os metais dissolvidos
na dgua bioacumularam nas branquias, hepatopancreas, rins e masculos. As Tabelas 7 a
11 mostram as concentrac@es de metais nos 6rgaos analisados, Ag, Bi, Nb, Pb, Sn, W, Zr
estavam abaixo de LOD ou LOQ em todos os érgdos analisados. As, Cd, Hg, Mo e Y nédo
foram quantificados em branquias, Mo e Hg ndo foram quantificados nos rins, Fe ndo foi
detectado em musculo branco e As ndo foi detectado em masculo vermelho. Alguns
metais ndo foram quantificados no grupo controle, mas apds a exposicdo ao MPASe
biaconcentraram nos 6rgdos analisados. A bioconcentracdo de metais variou dependendo
do metal e 6rgdo. Em branquias e hepatopancreas, as concentracdes de Ti, Cr, Mn, Zn,
Rb, Sr, Ba foram mais elevadas em peixes expostos a 0,1 g LY MPASe do que nos
expostos a 1 g L™t MPASe. No musculo branco, as concentracdes de Ti, Cr, Mn, Zn e Ba
também foram mais altas em peixes expostos a 0,1 g L* MPASe Entretanto, o0 misculo

vermelho apresentou maiores concentragfes de Al, Ti, V, Zn nos tratamento 0,01 g L .
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Tabela 7. Concentragdo de metais (ug g™ massa seca, mediana (Q1-Q3)) nas branquias
de Centropomus parallelus apds exposicdo a 0,0; 0,01; 0,1 e 1 g L™ MPASe ap6s 96 h

(n=3).
Elementos MPASe (g L)
(ug g) 0,0 0,01 0,1 1
1,29 6,01 11,65 6,80
Al (1,29-5,77) (1,29-8,53) (3,59-37,55) (4,57-24,09)
0,03 0,34 2,34 1,39
Ti (0,03-0,03 (0,28-0,59) (1,97-3,20) (1,01-4,03)
0,25 0,45
v (0,25-0,72) LOD (0,27-0,53) LOD
19,49 13,62 1,51
cr (0,05-182,76) LOD (9,54-14,97) (0,05-3,03)
1,96 0,459 2,94 3,95
Mn (1,85-9,53) (0,31-1,04) (2,85-7,64) (3,81-8,07)
0,39 0,31 202,93 306,90
Fe (0,39-692,72)  (0,31-95,79) (0,31-349,16)  (185,88-454,51)
4,70 3,00
Ni (0,06-69,43) LOD (2,36-4,002) LOD
2,61 0,78 0,65 10,52
cu (1,99-6,54)  (0,25-86,53) (0,2-1,87) (3,52-283,95)
79,611 102,09 47,40 39,75
Zn (77,95-112,10)  (80,51-106,53)  (34,07—95,81)  (0,00-46,06)
0,01 1,37 1,53 1,48
Se (0,01-0,10) (1,18-1,58) (1,33-1,89) (1,30-1,51)
8,39 3,52 5,11 7,32
Rb (8,32-12,70)  (0,44-5,27) (3,79-8,93) (6,40-7,57)
19,59 72,87 88,04 136,30
Sr (16,05-30,82)  (14,01-78,33) (56,81-94,58)  (37,53-139,94)
0,56 0,10 1,13
Ba LOD (0,13-0,74) (0,05-1,67) (0,44-1,33)
0,02 0,08 0,09 0,03
La (0,02-0,02) (0,02-0,08) (0,08-0,13) (0,01-0,04)
0,03(0,00- 0,00 0,02 0,03
Ce 0,09) (0,00-0,02) (0,02-0,09) (0,03-0,09)
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Os limites de deteccdo (LOD) e limites de quantificagdo (LOQ) de cada metal permanecem 0s
mesmos da Tabela 5.

Tabela 8. Concentracdo de metais (ug g* massa seca, mediana (Q1-Q3)) no
hepatopancreas de Centropomus parallelus ap6s exposicdo a 0,0; 0,01; 0,1 e 1 g L*
MPASe ap6s 96 h (n=3).

Elementos MPASe (g L)
(ug gb) 0,0 0,01 0,1 1
1,29 16,31 29,51 58,85
Al (1,29-36,78) (8,42-40,18) (3,90-61,92) (14,91-70,09)
0,03 0,20 2,02 0,03
Ti (0,03-8,81) (0,07-0,04) (0,35-2,77) (0,036-0,38)
0,25 0,34 2,69 1,08
v (0,25-0,46) (0,31-0,39) (0,25-4,95) (0,38-1,59)
0,05 0,05 2,69 1,26
cr (0,05-90,04) (0,05-0,05) (0,25-4,95) (0,72-1,67)
5,96 4,22 4,58 5,20
Mn (0,05-8,63) 4,06-4,50) (1,23-9,86) (5,06-6,31)
497,57 428,21 1909,01 2311,08
Fe (0,31-3393,35)  (341,82-853,97)  (0,31-4441,00)  (1767,36-3654,91)
0,06 10,83 0,15
Ni (0,06-30,01) LOD (0,06-2,21) (0,10-0,33)
2,17 10,18 12,64 13,56
Cu (0,25-18,68) (7,46-12,96) (0,73-17,54) (7,53-14,40)
5,48 73,87 55,90 74,98
Zn (0,00-120,48) (62,49-85,36) (47,02-60,28) (24,32-85,14)
0,01 0,76 1,25 0,04
As (0,01-0,57) (0,72-1,99) (1,80-2,39) (0,01-10,83)
0,86 5,58 4,81 8,86
Se (0,00-6,57) (4,88-5,62) (3,57-6,40) (5,20-10,83)
2,15 3,64 8,21 5,89
Rb (0,3810,83) (2,80-4,63) (7,52-36,66) (4,44-6,77)
5,56 15,46 7,32 3,35
Sr (0,07-34,86) (1,55-30,41) (5,50-16,83) (0,90-17,69)
0,01 0,00 0,00 0,00
Y (0,00-0,06) (0,00-0,00) (0,00-0,1) (0,00-0,03)




Mo

Cd

Ba

La

Ce

Hg

Pb

0,29)

LOD
0,09
(0,09-0,51)
0,06
(0,01-0,16)

0,18(0,00-0,25)

0,24
(0,15-0,25)
0,95
(0,042-0,39)

1,54
(0,58-1,76)

LOD
LOD
0,07
(0,03-0,10)
0,09
(0,01-0,12)

LOD

LOD

2,38
0,08-4,39)

LOQ
0,09
(0,09-0,69)
0,14
(0,05-0,24)
0,08
(0,00-0,27)
0,88
(0,4-1,21)

LOD
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02,38
(1,16-35,15)
0,07
(0,04-0,35)
0,09
(0,09-2,01)
0,15
(0,04-0,23)
0,25
(0,06-0,43)
0,36
(0,09-0,39)

LOD

Os limites de deteccdo (LOD) e limites de quantificagdo (LOQ) de cada metal permanecem 0s
mesmos da Tabela 5.
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Tabela 9. Concentracdo de metais (ug g massa seca, mediana (Q1-Q3)) nos rins de
Centropomus parallelus apés exposicdo a 0,0; 0,01; 0,1 e 1 g L MPASe ap6s 96 h (n=3).

MPASe (g L?)

Elemer_ltos 0.0 0,01 0,1 1
(g o)
174,13 29,14 13,44 1,29
Al (1,29-433,25) (23,32-98,12) (7,92-80,10) (1,29-54,77)
1,00 1,07 0,03 0,03
Ti (0,03-4,56) (0,54-3,26) (0,03-0,03) (0,03-0,19)
3,21 1,24 1,48
v LoQ (0,58-8,39) (1,02-1,26) (0,73-1,70)
19,32 1,77
Cr LOD LOD (11,08-22,37) (0,16-20,88)
2,37 5,20 0,90
Mn (0,05-52,96) (0,05-13,42) (0,05-6,04) LOD
645,19 0,31 573,78 0,31
Fe (0,39-28603,46) (0,31-0,31) (233,32-878,68) (0,31-560,48)
6,56 0,06
Ni LOD LOD (3,70-7,73) (0,06-8,71)
7,77 0,25 3,78 0,25
Cu (0,25-92,40) 0,25-9,99) (0,25-30,39) (0,25-1,56)
3263,24 3319,17 2389,25 1640,86
Zn (637,97-5961,24) (917,85-4268,89) (1166,38-2626,62) (1114,62-1789,05)
7,51 6,97 8,14 0,66
As 6,81-13,59) (0,01-28,12) (1,50-13,14) (0,1-8,43)
21,39 12,36 5,36 4,63
Se (16,10-94,35) (2,65-20,74) (5,11-9,33) (3,53-5,19)
17,95 13,14 44,41 7,11
Rb (0,38-51,45) (5,03-15,65) (0,44-8,80) (5,39-9,00)
45,82 336,15 25,30 162,63
Sr (38,,24-78,45)  (36,79-930,13) 20,23-72,47) (22,15-185,17)
0,14 0,00 0,02 0,00
Y (0,00-0,23) (0,00-0,03) (0,00-0,6) (0,00-0,05)
Mo 0,80 LOD 0,21 LOD




(0,08-31,13)

0,52

Ba (0,09-5,63)
0,65

La (0,02-1,17)
1,66

Ce (0,56-1,89)

LOD
0,54
(0,32-0,56)
0,34
(0,31-0,35)

(0,08-0,32)

LOD
0,33
(0,26-0,41)
0,24
(0,18-0,43)
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0,09
(0,09-1,42)
0,14
(0,07-0,29)
0,38
(0,13-0,68)

Os limites de deteccdo (LOD) e limites de quantificagdo (LOQ) de cada metal permanecem 0s

mesmos da Tabela 5.
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Tabela 10. Concentragio de metais (ug g L™ massa seca, mediana (Q1-Q3)) no mdsculo
vermelho de Centropomus parallelus apos exposicio a 0,0; 0,01; 0,1 e 1 g L * MPASe
apos 96 h (n=3).

Elementos MPASe (gL %)
(Mgg™ 0,0 0,01 01 1

64,69 10,27 10,24 1,29

Al (7,30-105,39)  (3,77-58,52) (4,47-11,01) (1,09-1,29)
4,54 1,31 0,96 0,77

Ti (1,32-5,07)  (1,03-2,95) (0,37-1,17) (0,62-0,95)
0,25 0,14 0,10 0,11

Vv (0,15-0,2) (0,12-0,28) (0,09-0,17) (0,07-0,14)
1,15 0,05

Cr LOD LOD (0,85-1,70) (0,04-0,29)
1,13 0,68 0,05 0,64

Mn (0,05-3,86)  (0,63-2,13) (0,05-1,54) (0,05-1,00)

0,39
Fe LOD LOD (0,39-45,24) LOD
0,27

Ni LOD LOD (0,24-0,49) LOD
13,93 0,66 0,19 1,75

Cu (0,25-23,14)  (0,51-1,05) (0,10-0,25) (0,55-3,83)
20,93 6,41 10,36

Zn LOD (19,67-32,67) (0,00-7,35) (6,15-22,67)
0,68 0,93 0,55 0,93

Se (0,63-0,77)  (0,62-1,14) (0,47-1,52) (0,56-1,57)
7,71 8,30 4,09 8,11

Rb (7,7-9,31)  (2,89-11,35) (2,52-7,52) (4,39-14,32)



Sr

Ba

La

Ce

19,25
(16,97-31,72)
0,02
(0,02-0,04)
0,87
(0,60-1,20)
0,07
(0,06-0,41)
0,11

(0,06-0,41)

22,21
(5,56-37,48)
0,00
(0,00-0,02)
0,35
(0,20-0,60)
0,02
(0,02-0,07)
0,00

(0,00-0,12)

7,37
(1,77-21,80)
0,00
(0,00-0,00)
0,09
(0,03-0,19)
0,01
(0,01-0,03)
0,00

(0,00-0,02)

19,36

(3,85-70,01)

LOD
0,22

(0,03-0,62)

LOQ
0,00

(0,00-0,00)

Os limites de deteccdo (LOD) e limites de quantificagdo (LOQ) de cada metal permanecem 0s

mesmos da Tabela 5.
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Tabela 11. Concentragio de metais (ig g L™ massa seca, mediana (Q1-Q3)) no mdsculo
branco de Centropomus parallelus apés exposicdo a 0,0; 0,01; 0,1 e 1 g L "* MPASe ap6s

96 h (n=3).
Elementos MPASe (g L 1)
(hg g ) 0,0 0,01 0.1 1
6,33
Al LOD LOD (0,58-14,77) LOD
0,30 0,59 0,68 0,67
Ti (0,16-1,05) (0,14-0,67) (0,37-8,36) (0,58-0,93)
0,28 0,04
Vv LOD LOD (0,06-0,47) (0,03-0,06)
1,12
Cr LOD LOD (0,66-2,97) LOD
2,49 0,14
Mn LOD LOD (0,11-19,90) (0,05-0,24)
0,39
Fe LOD LOD (0,39-709,46) LOD
00,87
Ni LOD LOD (0,66-0,97) LOD)
1,18 0,50 0,81 0,39
Cu (0,25-4,73) (0,25-1,40) (0,01-7,74) (0,14-1,60)
24,30 47,54 20,51 12,81
Zn (0,05-46,67) (11,32-52,05) (8,21-96,27) (12,07-14,87)
0,08 0,07
As LOD LOD (0,01-0,16) (0,01-0,31)
0,85 0,85 0,76 1,26
Se (0,59-2,11) (0,85-1,33) (0,48-2,28) (1,14-1,29)
9,24 5,34 1,14 8,69
Rb (6,79-17,01) (4,58-11,13) (1,13-4,61) (8,20-10,48)
16,88 1,86 3,54 3,27
Sr (8,85-54,60) (1,32-2,99) (0,95-1398,58)  (1,78-10,11)
0,00
Y LOD LOD (0,00-0,00) LOD
0,12 0,09 0,14 0,08
Ba (0,09-0,67) (0,09-0,33) (0,09-3,60) (0,05-0,09)
0,02 0,01 0,02
La (0,01-0,03) (0,01-0,03) 0,02-0,02) LOQ
0,02
Ce LOD LOD (0,00-0,02) LOD

Os limites de deteccdo (LOD) e limites de quantificagdo (LOQ) de cada metal permanecem 0s
mesmos da Tabela 5.

5.2  Enzimase moléculas antioxidantes, peroxidacao lipidica e proteinas oxidadas

Nenhum animal morreu durante e ap6s exposicdo de 0,01,0,1e 1 g L™ de MPASe

por 96 horas.




5.2.1 Branquias
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Nas branquias, as atividades da CAT, GPx e GST néo foram alteradas (p > 0,05),

a atividade da SOD diminuiu 55,83 % apds exposicdo a 0,1 g L™* de MPASe em relacio

ao controle (p < 0,05) (Figura 7). Os niveis de GSH e LPO n&o foram alterados (p > 0,05)

(Figura 7).
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Figura 7. Atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPx), nivel de glutationa-S-transferase (GST), contetdo de glutationa (GSH)
e nivel de peroxidacao lipidica (LPO) nas branquias de Centropomus parallelus expostos
a concentracOes crescentes de material particulado atmosférico sedimentavel (MPASe)
erro padrdo, Letras diferentes indicam diferenca
significativa em relagdo ao controle (ANOVA, p < 0,05; n = 10).

por 96 horas. Valores médios
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5,2,2 Hepatopancreas

No hepatopancreas, a atividade da SOD diminuiu 28,71 % no grupo exposto a 1
g L't de MPASe quando comparado ao controle (p < 0,05) (Figuras 8). A atividade da
CAT foi aproximadamente 47 % menor nos tratamentos 0,01; 0,1 e 1 g L' MPASe, em
relagdo ao controle (p < 0,05) e a atividade da GPx aumentou 312 % no tratamento 1,0 g
L MPASe quando comparado ao controle (p < 0,05). A GST n&o alterou (p > 0,05). O
nivel de GSH e MT n&o foram alterados (p > 0,05). Os niveis de LPO e PC ndo foram

significativamente diferentes do controle (p > 0,05).
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Figura 8. Atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPx), nivel de glutationa-S-transferase (GST), conteldo de glutationa (GSH),
metalotioneina (MT), nivel de peroxidagdo lipidica (LPO) e proteinas carboniladas (PC) de
hepatopancreas de Centropomus parallelus expostos a concentracdes crescentes de material
particulado atmosférico sedimentavel (MPASe) por 96 horas. Valores médios + erro padrdo erro

padrdo. Letras diferentes indicam diferencas significativas em relagdo ao controle (ANOVA, p <
0,05; n = 10).
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5,2,3 Rins

Nos rins, a atividade da SOD e GPx ndo mostraram alteragdes significativas entre
os tratamentos (p > 0,05). A atividade da CAT aumentou 197 % no tratamento de 1 g L™
em relacdo ao controle (p < 0,05), enquanto o nivel de GSH teve um aumento entre 327 e
389 % nos tratamentos 0,1 e 1 g L™ em relagdo ao controle (p < 0,05) (Figura 9).

A GST mostrou um aumentou de 371 % no tratamento 1 g L™* quando comparado

ao controle (p < 0,05) (Figura 9) e o nivel de LPO néo teve alteragdo entre os tratamentos

(p>0,05).
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Figura 9. Atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPx), nivel de glutationa-S-transferase (GST), contetdo de glutationa (GSH)
e nivel de peroxidagdo lipidica (LPO) nos rins de Centropomus parallelus expostos a
concentragOes crescentes de material particulado atmosférico sedimentavel (MPASe) por
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96 horas. Valores médios * erro padrdo. Letras diferentes indicam diferencas
significativas em relagéo ao controle (ANOVA, p < 0,05; n = 10).

5.2.4 Musculo branco

No musculo branco, a atividade da CAT e contetdo de GSH ndo apresentaram
alteracdes significativas nos diferentes tratamentos em relacdo ao controle (p > 0,05).
Entretanto, o nivel de GST teve aumento significativo de 150% e 140% nos tratamentos
0,01e0,1 g Lt MPASe, respectivamente (p < 0,05). O nivel de LPO aumentou 53,33%

no tratamento 0,01 g L™ (p < 0,05) e PC n&o apresentou alteracdes (p > 0,05) (Figura 10),
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Figura 10. Atividade da enzima catalase (CAT), nivel de glutationa-S-transferase (GST),
nivel de peroxidacéo lipidica (LPO) e proteinas carboniladas (PC) de musculo branco de
Centropomus parallelus expostos a concentracOes crescentes de material particulado
atmosférico sedimentavel (MPASe) por 96 horas. Valores médios + erro padrdo. Letras
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diferentes indicam diferengas significativas em relacdo ao controle (ANOVA, p < 0,05;
n=10).

5.2.5 Musculo vermelho

No musculo vermelho, a atividade da CAT, nivel de GST e contetido de GSH néo
apresentaram alteracdes quando comparados ao controle (p > 0,05). Entretanto, o nivel
de LPO apresentou alteraces significativas no tratamento exposto a 0,1 g L%, tendo uma
porcentagem de aumento de 40% (p < 0,05). Enquanto o nivel de proteinas carboniladas
aumentaram significativamente em todos os tratamentos de exposi¢cdo ao MPASe, tendo

um aumento de 10%, 60% e 50%, respectivamente (p < 0,05) (Figura 11).
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Figura 11. Atividade da enzima catalase (CAT), nivel de glutationa-S-transferase (GST),
conteddo de glutationa (GSH), nivel de peroxidacdo lipidica (LPO) e proteinas
carboniladas (PC) de musculo vermelho de Centropomus parallelus expostos a
concentragOes crescentes de material particulado atmosférico sedimentavel (MPASe) por
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96 horas. Valores médios * erro padrdo. Letras diferentes indicam diferencas
significativas em relagdo ao controle (ANOVA, p < 0,05; n = 10).

5.3 Analise de Correlacdo de Spearman
Nas tabelas 12 a 16 foram apresentados os resultados da andlise de correlacdo de
Spearman entre as variaveis bioldgicas (biomarcadores) e as variaveis quimicas (anélise
multielementar para uma compreenséo pontual de causa/efeito entre a variagdo observada
em determinado(s) biomarcador(es) e o(s) provavel(eis) elemento(s) quimico(s)
responsavel(eis) por este efeito. Foram reportados os coeficientes (rs) acima de 0,50 com
p <0,05.
5.3.1 Branquias
A tabela 12 mostra as correlagdes significativas nas branquias. As correlagdes
entre varidveis quimicas e bioldgicas apresentam significancia entre a GST e 0s elementos
Se e Rb, entre a GPx e 0 Ti e, entre a SOD com elementos Ti, Fe, Sr e La. As correlagdes
entre as variaveis biologicas apresentaram significancia entre a GST e GPx, e entre IAH

e SOD.

Tabela 12. Valores significativos de branquias obtidos através da analise de correlacéo
de Spearman.

Branquias
Variaveis Quimicas/Bioldgicas Variaveis Bioldgicas/Biologicas
GST: Se (rs=0,58) and Rb (rs=0,70)  GST and GPx (rs = 0,59)

GPx: Ti (rs = -0,52) IAH and SOD (rs = -0,81)

SOD: Ti (s = -0,65), Fe56 (rs = -0,50),
Fe57 (rs = -0,51), St (rs = -0,60), La (1s
= -0,56)
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5.3.2 Hepatopancreas

A tabela 13 indica as correlagdes significativas em hepatopancreas. As correlacdes
entre variaveis quimicas e bioldgicas foram significativas entre a GST e V e Fe, GPx e
Se, PC e os elementos Cr, Ni, Cd, Hg, entre a MT e elementos Ni, As, Rb e Hg e, entre
IAH e Fe. Enquanto a correlacdo entre variaveis bioldgicas foi significativa entre GSH e

MT e entre GSH e SOD.

Tabela 13. Valores significativos de hepatopancreas obtidos através da analise de
correlacdo de Spearman.

Hepatopancreas
Variaveis Quimicas/Biologicas Variaveis Bioldgicas/Biologicas
GST: V (rs=-0,53) and Fe56 (rs = - GSH and MT (rs = 0,50)

0,56)
GPx: Se (rs = 0,54)

PC: Cr (rs = -0,76), Fe56 (rs = -0,63), GPx and SOD (rs = -0,51)
Ni (rs = -0,76), Cd (rs = -0,51), Hg201
(rs =-0,51), Hg202 (rs = -0,61)

MT: Ni (rs =-0,53), As (rs = -0,56), Rb
(rs =-0,59), Hg202 (rs = -0,61)

|AH: Fe56 (rs = 0,53)

5.3.3 Rins

A tabela 14 apresenta correlagdes significativas dos rins. As correlacbes
significativas entre as variaveis quimicas e biologicas foram entre GSH e Se, SOD e Cre
Ni e, IAH e os elementos Ce e Hg. Entre as variaveis bioldgicas, a correlacdo da CAT e

GPx e LPO, GSH e GPx, SOD e LPO foram significativas.

Tabela 14. Valores significativos de rins obtidos através da analise de correlacéo de
Spearman.

Rins
Variaveis Quimicas/Biologicas Variaveis Biologicas/Bioldgicas
GSH: Se (rs =-0,53) CAT: GPx (rs =0,62) and LPO (rs =
0,63)
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SOD: Cr (rs = 0,65), Ni (rs = 0,57) GSH: GPx (rs = 0,61), SOD (rs = 0,61)
and LPO (rs = 0,56)

IAH: Ce (1s = -0,56), Hg202 (rs=-0,52)  GPx: SOD (rs = 0,72) and LPO (rs =
0,84)

LPO: SOD (rs = 0,52)

5.3.4 Madsculo branco

A tabela 15 indica correlacg@es significativas no musculo branco. Entre varaveis
quimicas e bioldgicas foram significativas a GSH e elementos Fe e Ni, GST e Hg e, PC
e Cr. Entre as variaveis biologicas foram significativos a CAT e GST, GST e LPO e, PC

e LPO.

Tabela 15. Valores significativos de muasculo branco obtidos através da analise de
correlacdo de Spearman.

Musculo Branco

Variaveis Quimicas/Bioldgicas Variaveis Bioldgicas/Biologicas
GSH: Fe57 (rs = -0,52) and Ni (rs = - CAT and GST: (rs = 0,55)

0,66)

GST: Hg202 (rs = -0,66) GST and LPO: (rs = 0,64)

PC: Cr (rs = 0,55) PC and LPO: (rs = 0,53)

5.3.5 Mdsculo vermelho

A tabela 16 indica as correlacdes significativas do mdsculo vermelho. As
correlagdes significativas entre as variaveis quimicas e biologicas sdo PC e Cr, e entre

variaveis biologicas CAT e PC, e GST e LPO foram significativas.

Tabela 16. Valores significativos de masculo vermelho obtidos através da analise de
correlagdo de Spearman.

Mdasculo Vermelho
Variaveis Quimicas/Biologicas Variaveis Bioldgicas/Biologicas
PC: Cr (rs =0,67) CAT and PC: (rs = 0,54)

GST and LPO: (rs = 0,51)
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5.4  Biomarcadores morfologicos

5.4.1 Branquias

A morfologia geral dos filamentos e lamelas branquiais de C. parallelus é
semelhante a de outros teledsteos. O epitélio do filamento € estratificado, a camada de
celulas em contato com o meio externo € constituida por células pavimentosas, células
mucosas que protegem o epitélio, principalmente quando expostos a condi¢bes que
podem causar maleficios, e iondcitos que sdo células que estdo relacionadas a troca de
ions entre 0 meio externo e interno do animal. O epitélio lamelar é constituido por duas
camadas de células epiteliais revestindo as células pilares. Observou-se algumas
alteraces nas células do epitélio branquial dos animais do grupo controle, como
hiperplasia do epitélio lamelar e do epitélio do filamento (Figura 12.A). N&o se observou
edemas, hipertrofia de iondcitos, aumento do espaco intersticial entre as células do
epitélio do filamento e lamelar, constricdo e rupturas de células pilares em nenhuma

concentragéo (Tabela 17).

Apds a exposicdo de C. parallelus ao MPASe por 96 horas, houve uma frequéncia
maior de lesBes nos animais expostos a 0,1 g L™* de MPASe. Dentre as lesGes, as mais
frequentes nos animais expostos foram a hiperplasia do epitélio do filamento, fuséo
parcial de duas ou mais lamelas. Houve também hiperplasia do epitélio lamelar, dilatacdo
de espagos capilares, constricdo sanguinea e ruptura epitelial (Figura 12.B, C e D). Lesdes
como hipertrofia de iondcitos, aumento intersticial do epitélio, constricdo e ruptura de

células pilares ndo foram registrados nos animais em nenhuma concentracao (Tabela 17).
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Apesar dos indices individuais serem baixos, houve comprometimento

morfofuncional do 6rgéo, principalmente em branquias expostas a 0,1 g L MPASe,

como representada na Figura 13.

Qe

e BR°

Figura 12. Histologia branquial de C. parallelus, A. Grupo controle (0 g L " MPASe),
estruturas apresentando caracteristicas normais da lamela (L), filamento (F). Barra de
escala: 20 um. Histopatatologia branquial em C. parallelus apos a exposi¢cdo ao MPASe
por 96 horas. B. Hiperplasia do epitélio lamelar (seta), deslocamento epitelial (seta dupla).
Barra de escala: 20 um. C. Fuséo parcial lamelar (seta dupla), hiperplasia do epitélio do
filamento (seta). Barra de escala: 20 um. D. Dilatacdo dos espagos capilares (seta). Barra
de escala: 20 um. Coloragéo: Azul de toluidina.

Tabela 17. indice de cada lesdo (I.) registradas nas branquias de C. parallelus apds
exposicao ao MPASe.

Lesdes histoldgicas 00glLt 0,01glLt 01glLt 1gL?
Hiperplasia do epitélio 0,25 0,65 1,24 0,99
do filamento




Fusao total de 2 ou +
lamelas

Fuséo parcial de 2 ou +
lamelas

Deslocamento do
epitélio lamelar

Edema

Congestéo/Hiperemia
lamelar

Dilatagéo canal
marginal

Hiperplasia/Proliferacdo
de iondcitos

Hipertrofia de células
mucosas

Hiperplasia/Proliferacdo
de células mucosas

Enrolamento lamelar
apical
Atrofia do epitélio
lamelar

Hiperplasia do epitélio
lamelar

Ruptura do epitélio
lamelar

Aneurisma lamelar

Aneurisma apical (canal
marginal)

Necrose

Fibrose

0,17

0,5

0,05

0,92

0,02

0,22

0,61

0,17

0,02
0,05

0,02

0,37

0,9

0,02

0,07

0,55

1,50

0,32

0,10

0,25

0,1

0,5

0,05

1,28

0,1

0,17

0,2

0,21
0,05

0,21

0,90

0,60

0,15
0,04

0,02

0,21

0,62

0,99

0,04

0,06
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Extensdo da lesdo: 0. Auséncia de lesdo (0-10%); 1. Lesdo raramente presente (10-25%); 2. Lesdo
moderadamente frequente (25 a 50%); 3. Lesdo frequente (50-75%) e 4. Lesdo altamente frequente (75 a
100%). Fator de importancia: 1 (azul) Lesdo reversivel com pouca importancia; 2. Leséo reversivel apds
remocdo do agente estressor e moderada importancia patologica e, 3. Lesdo irreversivel com alta

importancia patoldgica.
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Figura 13. indice de lesGes nas branquias (ILbranquias) de C. parallelus apds exposicdo ao
MPASe. Dados apresentados como média + erro padréo.

5.4.2 Hepatopancreas

No hepatopancreas, os corddes de hepatdcitos estdo organizados como no figado
dos demais peixes e entre o tecido hepéticos ha a inclusdo de tecido pancreaticos. Nos
animais do grupo controle foram mais observadas alteragdes celulares ndo identificadas

(Figura 14 A, B; Tabela 18).

Apos a exposicdo ao MPASe, observou-se uma frequéncia maior das lesées nos
animais expostos a 1 g L' de MPASe, com registros de alteragBes estruturais no
parénquima e hipertrofia dos hepatécitos. Entretanto, ndo se observou nos animais

expostos lesdes consideradas graves e irreversiveis (Tabela 18).
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Figura 14. Histologia de hepatopancreas de C. parallelus. A. Grupo controle, (0 g L™
MPASe), estruturas apresentando caracteristicas normais com hepatdcitos normais com
nucleos (setas). Barra de escala: 20 um; B. Alteragdes ndo identificadas (seta) Barra de
escala: 20 um; C. Hipetrofia nuclear (setas). Barra de escala: 20 um. Coloragdo Azul de
toluidina e fucsina bésica.
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Tabela 18. indice de cada lesdo (1) registradas nos hepatopancreas de C. parallelus apés

exposicdo ao MPASe.

Lesbes Histoldgicas 00gL? 0,01gL? 01glL? 1gL*
Congestao/dilatacéo 0 0,28 0,28 0,11
do sinusdides na
circulacéo
Alteracdes 0 0 0 1,09
estruturais e na
arquitetura do
parénquima
Hipertrofia nos 0 0 0 1,10
hepatocitos
Depositos 0,02 0 0 0
intracelulares nos
hepatocitos
Acumulo de lipideos 0,05 0 0 0
nos hepatocitos
Glicogénio nos 0 0 0 0,14
hepatocitos
Alteracdes celulares 0,65 0,10 0,3 0,3
ndo identificadas
Hipertrofia dos 0,10 0 0 0
nucleos
Degeneracdo nuclear 0,05 0 0 0
Necrose hepatocitos 0,02 0 0 0

Extensdo da lesdo: 0. Auséncia de lesdo (0-10%); 1. Lesdo raramente presente (10-25%); 2. Lesdo
moderadamente frequente (25 a 50%); 3. Lesdo frequente (50-75%) e 4. Lesdo altamente frequente (75 a
100%). Fator de importancia: 1 (azul) Lesdo reversivel com pouca importancia; 2. Leséo reversivel apos
remogdo do agente estressor e moderada importancia patoldgica e, 3. Lesdo irreversivel com alta

importancia patoldgica.
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Figura 15. indice de les6es (Iinepatopancreas) registradas em hepatopancreas de C. parallelus
antes e ap6s exposicao ao MPASe. Dados apresentados como média + erro padréo.

5.3.3 Rins

Nos rins do grupo controle (Figura 16,A), observou-se algumas patologias
reversiveis, dentre elas a hipertrofia nuclear, melanomacréfagos e depdsitos
intracelulares, entretanto patologias reversiveis moderadas e irreversiveis ndo foram

constatadas, como indica a Tabela 19.

Ap0s a exposicdo dos animais ao MPASe, a frequéncia de patologias apresentou
uma frequéncia maior, principalmente em animais expostos a 0,1 g L™* de MPASe. Dentre
elas estd a hipertrofia nuclear e celular (Figura 16.B). Ndo foram observadas lesdes

reversiveis moderadas e irreversiveis em nenhum tratamento (Tabela 19).
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Figura 16. Histologia renal de C. parallelus, A. Estrutura morfolégica normal de rins
com glomérulos (seta); tubulos renais (*). Barra de escala: 50 um. Histopatologia renal
em C. parallelus ap6s exposicdo ao MPASe. B. Hipertrofia celular (*); hipertrofia nuclear
(seta) Barra de escala: 10 um, Coloracdo: Azul de toluidina e fuscina bésica.

Tabela 19. Lesdes morfologicas registradas nos rins de C. parallelus apds a exposicao

ao MPASe.
Lesdes morfolégicas 0,0gL* 0,01gL? 0,1gL? 1gLt
Reducdo glomerular 0 0,03 0,72 0,5
Depositos intracelulares 1,12 0 0,12 0
Vacuolizagdo 0, 0 0 0
intracelular
Hipertrofia 0,25 0 0 0
Dilatag&o da capsula de 0 0 0,07 0
Bowman
Macréfagos/ 0 0,62 0 0,37

Melanomacrofagos 6,37 4,37 6,06 4,25
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Alterac@es estruturais e 0 2,0 1,62 1,25
arquitetura

Hipertrofia celular 1,0 5,12 5,79 5,0

Hipertrofia nuclear 2,25 5,37 5,54 5,12

Extensdo da lesdo: 0. Auséncia de lesdo (0-10%); 1. Lesdo raramente presente (10-25%); 2. Lesdo
moderadamente frequente (25 a 50%); 3. Lesao frequente (50-75%) e 4. Lesdo altamente frequente (75 a
100%). Fator de importancia: 1 (azul) Lesdo reversivel com pouca importancia; 2. Leséo reversivel apés
remocdo do agente estressor e moderada importancia patologica e, 3. Lesdo irreversivel com alta
importancia patoldgica.
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Figura 17. indice de leses (lirins) registradas em rins de C. parallelus antes e ap6s
exposicdo ao MPASe. Dados apresentados como media + erro padréo.
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6 DISCUSSAO
6.1 Caracterizacao e bioconcentracdo do MPASe

Nos ultimos anos, tem se observado uma crescente preocupacdo com os efeitos
causados nos organismos associados aos metais no ambiente (Shahjahan et al., 2022). O
uso de testes de toxicidade tem sido utilizado para determinar as concentracgdes letais e,
utilizando exposicBes subletais, é usado para investigar os efeitos dos metais nos
processos bioquimicos e fisiologicos e altera¢cdes morfologicas dos animais auxiliando a
determinar qual o limite desses elementos em ambiente natural (Shahjahan et al., 2022).

H& uma sedimentacdo do material particulado quando o MPASe €é depositado no
ambiente aquético, entretanto parte dele permanece biodisponivel na dgua. Fortes (2021)
analisando a dindmica do MPASe em dgua doce mostrou que somente 1 a 10% do MPASe
é dissolvido, o restante é sedimentado. Estudos de Souza e colaboradores (2021 a)
envolvendo microscopia eletronica de transmissao, difracdo de raio-X e analise quimica
com ICP-MS analisou fisica e quimicamente a constituicdo do MPASe da mesma regiao.
Através destes estudos foi apresentado que este material é composto principalmente por
Fe, Al, Mn e Ti, assim como no presente estudo. As concentragcdes mais altas de metais
no MPASe foram para elementos Fe e Al, concentracbes de Ti, Mn e Zn foram muito
proximas a 200 e 700 ug gt e, V, Cr, Ni, Cu, Rb, Sr, Y, Zr, Sn, Ba, Ce e Pb sio
encontrados em concentracdes mais baixas. Além deste estudo, Soares e colaboradores
(2022) também quantificaram metais presentes no MPASe da mesma &rea afetada pela
siderurgia e os valores obtidos foram semelhantes, com concentragdes altas de Fe e Al, e
mais baixas de Ti e Mn. Esses autores relataram efeitos subletais nos peixes expostos a 1

g L't de MPASe.

Os 6rgéos estudados no presente estudo apresentaram bioconcentracdo de alguns

metais, principalmente de Fe, Al e Zn. A concentracdo de metais em organismos
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aquaticos pode variar de acordo com a espécie, idade, alimentagdo, comportamento, teor
lipidico e até nivel tréfico do organismo, além de outras variaveis do ambiente em que o
animal se encontra, como salinidade, temperatura, variacbes sazonais e outros fatores
(\Voigt, et al., 2016; Shahjahan et al., 2022). Matos (2021) determinou as concentracfes
de Al, Ba, Cr, Fe, Mn, Se e Zn em branquias e tecido muscular de peixes do rio Doce
apos quatro anos do rompimento de barragem e constatou que todos os elementos estavam
acima dos valores méximos permitidos nas branquias segundo a resolu¢cdo RDC N° 42
(ANVISA, 2013), com valores superiores para Fe, Al e Zn, corroborando com a

quantificacdo de metais do presente estudo.

O comportamento dos metais no metabolismo dos organismos os classifica como
essenciais ou ndo essenciais. Os elementos essenciais séo aqueles no qual os organismos
necessitam para a atividade metabdlica e, de acordo com as concentracdes necessarias
podem ser considerados macroelementos como o Ca, Mg, K, e o Na e, microelementos
como o Fe, Zn, Mn, Cu, Co, Sn, Cr. Os elementos essenciais pode ser toxicos se estiverem
em alta concentracdo no organismo. Elementos ndo essenciais ndo fazem parte dos
processos bioquimicos e fisioldgicos gerando um efeito deletério aos organismos, mesmo
em baixas concentragfes (Moschem e Gongalves, 2020). Tendo em vista a crescente
comercializacdo de pescados no Brasil, é importante salientar que a auséncia ou falta de
biomonitoramento destes elementos no ambiente aquético pode ocasionar efeitos
deletérios a saude, visto que € necessario avaliar o nivel de vulnerabilidade da populacéo

e dos demais organismos.

Muitas pesquisas mostram a bioacumulagdo/bioconcentracdo de metais pesados
em Orgaos de peixes (Voigt et al., 2016; Ferreira, 2020; Vicente et al., 2021) e outros
organismos aquaticos como crustaceos (Piassao et al., 2019; Jesus et al., 2020), insetos

aquaticos (Menegat et al., 2020) e macrdéfita aquatica (De Lima et al., 2022). Ha diversos
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registros de bioacumulagdo/bioconcentracdo em branquias, figado, rins e masculos de
peixes (Voigt et al., 2016; Souza et al., 2018 a; Gabriel et al., 2020; Matos, 2021). As
branquias realizam trocas gasosas e séo consideradas o primeiro rgdo em contato com a
agua e, dessa forma, metais e particulas metélicas dissolvidas ou suspensas na &gua
podem ser absorvidas pela superficie branquial ocorrendo a contaminacéo do organismo.
Os metais podem acumular nas branquias ou serem transferidos para a corrente sanguinea
e se acumularem em outros 6rgaos, especialmente no hepatopancreas e rins — que sdo 0s
Orgdos responsaveis pela detoxificacdo de xenobidticos como os metais (Carvalho et al.,

2022).

O figado € um drgdo constituido principalmente por hepatdcitos em que uma das
funcdes é participar do processo de detoxificacdo de xenobidticos, metabolizando-os. Ele
é um dos primeiros 6rgdos a agir contra os metais que interferem no metabolismo do
animal, possuem alta capacidade de bioacumular os metais no seu interior e, por isso é
considerado um dos o6rgaos-alvo para estudos de toxicidade. Os metais podem ser
acumulados nas ceélulas hepaticas impedindo as mesmas de exercer o seu papel
fisiol6gico. Por essa razdo, as alteracGes causadas pelos metais podem indicar uma
resposta toxica no 6rgao a depender do tempo que o animal foi exposto e a concentracdo
desses metais. O mesmo ocorre nos rins, que também é considerado um indicador de
toxicidade devido as respostas rapidas do 6rgdo com a exposicdo a Xenobidticos,
incluindo as particulas metalicas. Os rins sdo Orgdos responsaveis por parte da
homeostase osmotica dos peixes e excrecao de xenobidticos, por essa razdo podem sofrer
grandes impactos com o acimulo dessas particulas (Jiang et al., 2017). Segundo a analise
de correlacdo de Spearman, houve uma correlagéo significativa entre o elemento Fe e as
alteracdes histologicas de hepatopancreas. Esse fato € comumente relatado em outros

estudos, como por exemplo o estudo de EI-Naggar e colaboradores (2009) que relataram
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gue em espécies de peixes do rio Nilo o acumulo de Fe foi um dos responsaveis por

alteracOes patoldgicas nos figados dos peixes.

J& o tecido muscular € considerado bom indicador de toxicidade para exposi¢es
longas na qual a exposi¢do do xenobidtico ultrapassa os limites de defesa dos organismos,
bioacumulando e afetando o metabolismo do animal (Monferran et al., 2016). Esse
acumulo de metais nos tecidos musculares dos peixes gera preocupacgao, uma vez que € a
parte do peixe consumida pelos humanos, de forma a se constituir em uma contaminagao

indireta, via cadeia trofica.

Os resultados obtidos indicam que a ordem de maior bioconcentracdo dos metais
foi hepatopancreas > rins > branquias > musculos. Hepatopancreas e rins tiveram 0s
maiores niveis de acumulacdo de metais, provavelmente por serem 0s 6rgaos mais ativos
no processo de armazenamento e desintoxicacdo como ja enfatizado por Malik et al.
(2010). Malik e colaboradores (2010) ao analisar a acumulacdo de chumbo, cadmio,
zinco, niquel, cobre, cromio e mercldrio em espécies de peixes Labeo rohita e
Ctenopharyngodon idella do lago superior de Bhopal em amostras de branquias, figado,
rim e masculos verificaram que ambas as espécies apresentaram menor acumulacéo de
metais nos masculos. A menor acumulacdo no musculo estavam dentro do valor padrao
maximo permitido e, ndo constituiam risco a salde humana caso estas espécies sejam

consumidas.

6.2 Biomarcadores bioquimicos em 6rgéos de C. parallelus

A presenca de metais nos organismos pode induzir a producao de espécies reativas

de oxigénio ou radicais livres nas células. Para neutralizar esses radicais livres, as células
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possuem um sistema antioxidante constituido por enzimas e moléculas antioxidantes que

sdo capazes de transforma-los ou elimina-los (Barreiros et al., 2006).

Nas brénquias, a diminuicdo da atividade da SOD pode estar relacionada a maior
bioconcentracdo de metais apds exposicdo a 0,1 g L? MPASe de forma que a ndo
alteracdo na atividade da CAT e GPx sugere que ndo houve ativacdo desse sistema de
defesa antioxidante. Da mesma forma, a ndo alteragdo da atividade de GST e nivel de
GSH sugere que a rota de biotransformacdo de fase Il ndo foi ativada para facilitar a
excrecdo. Embora metais podem ser complexados com a GSH e MT, diferentemente de
contaminantes organicos, os metais podem ser transformados por reducéo e metilagéo ou
enzimas especificas, podendo se tornar mais ou menos toxico (Wood, 2011).

Em geral, metais e outras substancias absorvidas pelas branquias podem se
acumular/concentrar nesses 6rgaos ou ser transferidas para o sangue e transportadas para
outros oOrgdos (Paulino et al., 2012). De forma geral, esse fato, faz com que a
acumulacao/concentracdo de metais nas branquias, possa ser menor do que em
hepatopancreas. Embora alguns metais foram concentrados em valores altos apos
exposicdo a 0,1 g Lt MPASe, os valores de bioconcentragio em peixes expostos a1 g L
1 MPASe foi menor, o que sugere possivel transferéncia para o sangue. Outra hipotese,
foi postulada por Jin et al. (2010) e corroborada por Paulino et al. (2012) de que as
branquias apresentam menor sensibilidade a muitos xenobi6ticos e, consequentemente,
baixa resposta das enzimas antioxidantes. Entretanto, a correlacdo negativa entre a
atividade da SOD e os metais Fe, Ti, Sr e La sugere que 0 aumento desses metais no
tecido branquial apds exposicdo ao MPASe colaborou para a inibicdo dessa enzima. De
forma geral, a correlacdo negativa SOD-Fe indica que a depender da concentragéo e
acumulacdo no orgdo, esse metal pode exercer um efeito toxico, mesmo sendo um

elemento essencial para o organismo. GPx e GST também evidenciaram correlagdo
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negativa com Ti, Se, respectivamente, sugerindo que o aumento desses metais pode
influenciar a atividade dessas enzimas.

Em relacdo ao hepatopancreas, a bioconcentragdo foi mais alta do que nos demais
orgdos (branquias, rins e musculos), principalmente Fe e Al, como esperado uma vez que
o figado é o principal 6rgdo de detoxificagcdo no organismo. Além disso Mo, Cd, e Hg
foram bioconcentrados apenas no hepatopancreas. A inibicdo da SOD ap0s exposi¢do de
C. parallelus a 1 g L de MPASe e a ndo correlagdo com o Fe como ocorreu nas
branquias, embora a concentracéo de Fe no hepatopancreas foi muito mais alta, pode estar
associada aos mecanismos de regulacdo intracelular de Fe envolvendo proteinas
reguladoras do ferro (Grotto, 2008). Nos mamiferos, o Fe é utilizado principalmente na
sintese da hemoglobina (Hb) nos eritroblastos, da mioglobina nos musculos e dos
citocromos no figado entretanto, o excesso de Fe livre promove a sintese de espécies
reativas de oxigénio que sao toxicas e lesam proteinas, lipidios e DNA (Grotto, 2008). A
ndo ativacdo da SOD explica, até certo ponto, a reducdo da atividade da CAT, uma vez
que essa enzima degrada o H.O> produzido pela SOD. No entanto, o aumento da atividade
da GPx no tratamento com maior exposicdo ao MPASe sugere que a eliminacdo de
peroxidos ocorreu parcialmente via glutationa peroxidase. A GPx é responsavel pela
detoxificacdo de peroxidos organicos e nao organicos (Lesser, 2006), portanto 0 aumento
da atividade da GPx nos animais expostos a 1,0 g L™* MPASe deve-se provavelmente ao
aumento de outros peroxidos que ndo o H20. A correlagdo de Speaman indicou
significancia positiva entre a atividade da GPx e Se, e negativacom a SOD que é aenzima
que desempenha uma ag&o catalitica sobre o radical anion superoxido e teve sua atividade

diminuida ao ser exposta a 1 g L MPASe (Schvezov et al., 2022).

Nos rins, a atividade enzimatica da CAT nos animais expostos mostra que houve

formagéo de H>O> nas células e ativagdo da enzima para neutraliza-la. Embora a SOD
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ndo tenha aumentado significativamente, ela pode ter contribuido para o aumento da
producdo de H20> e da atividade da CAT. Além disso, nos rins também houve o aumento
da molécula antioxidante GSH e da atividade da enzima de biotransformacdo GST,
sugerido que também houve inducdo da GST-GSH para eliminacdo de metais. A nao
alteracdo do nivel de LPO nos diferentes tratamentos revela que as alteragdes no sistema
antioxidante nesse 6rgéo foram eficazes em degradar/eliminar as EROs produzidas pelos
metais.

O musculo vermelho indicou alteracdes em dois marcadores bioquimicos. Uma
delas foi o nivel de proteinas carboniladas que segundo a correlagdo o elemento
responsavel por essa alteracdo foi o Cr, 0 acimulo do metal gerando carbonilacdo de
proteinas do musculo como ja descrito por Mohanty e Samanta (2016). A segunda
alteracdo foi aumento no nivel de oxidac&o lipidica nos tratamentos expostos ao MPASe,
A analise de correlagdo mostrou uma significancia entre a GST com a LPO. A GST é
uma enzima responsavel por catalisar substratos tornando-os eletrofilicos utilizando a
GSH. A reducdo de GSH pode reduzir a atividade da GST gerando estresse oxidativo

como por exemplo, a oxidacao lipidica (Hua Li et al., 2021).

O masculo branco, apresentou aumento significativo no tratamento exposto a 0,01
g L't MPASe no nivel de peroxidacio lipidica. Estudos relatam que a toxicidade de
misturas metalicas pode levar a oxidacdo de lipidios das células de diferentes 6rgdos,
incluindo os musculos. Uma vez que as combinagdes metélicas podem gerar reacoes

metabdlicas nos organismos como a peroxidagéo lipidica (Waheed et al., 2014).

De modo geral, a atividade do sistema antioxidante apresentou alteragfes nas
branquias, hepatopancreas, rins e musculos mostrando que cada 6rgao responde de forma
diferente, assim como a bioconcentragdo de metais que também difere em cada 6rgéo. Fe

e Zn foram os metais que mais bioconcentraram nos trés 6rgdos e Sr teve maior
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bioconcentracdo nos rins e branquias, enquanto os marcadores bioquimicos mostram
diminuicdo significativa na atividade da SOD das branquias. No hepatopancreas a SOD,
CAT e GPx tiveram alteracOes significativas e, nos rins essa alteracdo ocorreu na CAT,
GST e GSH. Essas diferencas ja foram demonstradas por vérios estudos com diferentes
metais e outros contaminantes (Ruas et al., 2008, Souza et al.,, 2018 a). Souza e
colaboradores (2018 a) pesquisando biomarcadores em peixes (C. parallelus) de dois
estuérios: baia de Vitdria — com influéncia de indUstrias siderargicas - e Santa Cruz — sem
indUstrias siderurgicas -no ES, mostraram que a atividade da SOD no hepatopancreas era
inibida pela presencga excessiva de Fe, Se, Zn, Mn e As. Além disso, esses mesmos
elementos foram correlacionados com a inibicéo da atividade da CAT no mesmo 6rgéo.
Enquanto nos rins, Cr, Se, B e Cu foram correlacionados a alterages da GST e, nas
branquias a alteracdo do contetdo de GSH foi correlacionado a presenca de As, B, Se, Al

e Mn.

Alguns dos dados apresentado por Souza et al. (2018 a) corroboram com o que foi
observado no presente estudo, dentre elas a inibi¢do da atividade da SOD nas branquias
associada ao Fe. Apesar do estudo de Souza et al. (2018 a) corroborar com o atual estudo,
ha& muitas diferencgas nos resultados obtidos e isso pode ser explicado por 3 hipbteses. A
primeira, é que essa diferenca pode ter acontecido pela disponibilidade dos metais nas
baias, uma vez que a distribuicdo deles em ambiente natural difere de ambientes
experimentais por consequéncia da area estabelecida nesses locais. A segunda hipotese,
é que o MPASe em locais abertos pode sedimentar em areas nos quais oS peixes nao
passam tanto tempo da vida, e solubilizando menos nos lugares em que 0s peixes vivem.
A terceira hipotese pode ser dada em relacdo a interacdo dos metais do MPASe com as
variacOes do ambiente, especialmente pH. Castro et al. (2021) analisando a combinacéo

de diferentes pH associados a metais em espermatozoides de Colossoma macopomum
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(espécie amazbnica) mostrou que em pH mais baixos (mais acidos) tende a aumentar a
peroxidacdo de lipidios o pode ser considerado preocupante uma vez que a
lipoperoxidagédo pode ocasionar 0 aumento da permeabilidade celular, danos no DNA e
inativacdo de enzimas que podem afetar diretamente a reprodutividade desses

organismos.

6.3  Biomarcadores morfologicos em 6rgaos de C. parallelus

A exposicdo de peixes a particulas metélicas em altas concentracfes pode resultar
numa interacdo desses xenobiGticos com o meio intracelular e causar alteragdes
histologicas nos tecidos, que podem ser reversiveis ou irreversiveis de acordo com a

gravidade da leséo.

As lesBes encontradas nas branquias dos animais apos a exposi¢do ao MPASe
indicam uma resposta de evitar a entrada de metais e particulas metélicas no organismo.
A hiperplasia do epitélio lamelar e do filamento aumentam a distancia entre a difuséo
agua-sangue o possivelmente diminui a entrada desses xenobi6ticos no meio intracelular.
Carmo e colaboradores (2018) também relatam essa resposta do epitélio branquial de

Prochilodus lineatus expostos a diferentes concentragdes de didxido de titanio (TiO>).

De acordo com a classificacdo das alteracdo histopatoldgica descritas em
Cerqueira e Fernandes (2002), a maioria das lesdes branquiais dos animais expostos ao
MPASe nédo foram caracterizadas como irreversiveis entretanto as alteracfes observadas
sugerem que a concentracdo da mistura de metais e particulas metélicas no MPASe néo
induz esse tipo de lesdes ap6s 96h de exposicdo porém, se o ambiente permanecer
contaminado com concentragdes iguais ou acima de 0,1 g L, os danos podem avangar e

se tornarem mais graves como grandes extensdes de necrose e fibrose, levando a um sério
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comprometimento das fungdes branquiais desses animais. As alteracdes observadas apos
exposicdo a 1 g L™ MPASe, durante 96h, como o aumento da espessura do epitélio do
filamento (hiperplasia) com consequente reducdo da altura da lamela e a reducdo da
distancia interlamelar, também € relatada nos estudos de De Angelis e colaboradores
(2022) que mostram patologias similares em tilapia do Nilo (O. niloticus). Este estudo
correlaciona as patologias ao aumento do esforco ventilatério e comprometimento da
capacidade da espécie em enfrentar condi¢fes hipdxicas no ambiente aquéatico. Além
disso, a absorcdo de metais resultou em alteracdes hematoldgicas em O. niloticus
reduzindo a capacidade de transporte de O2 pelo sangue (Soares et al., 2022), 0 que sugere

a ocorréncia da transferéncia de metais das branquias para o sangue.

O figado dos peixes séo 6rgdos diretamente ligados ao processo de desintoxicacdo
e excregdo de toxinas no metabolismo, por isso, as alteragbes podem interferir
diretamente nos hepatécitos. Niveis de metais tém sido associados a casos de alteragdes
no figado, incluindo hipertrofia de hepatdcitos e alteragdes estruturais — como ocorreu no
presente estudo - e casos de degeneracdo nuclear e necrose dos hepatdcitos (Odongo et

al., 2019).

Nos rins, apesar dos registros de hipertrofia celular e nuclear, a auséncia de lesdes
reversiveis moderadas e irrerversiveis, sugere que os rins dos peixes ndo foram
morfologicamente muito impactados com o0s metais encontrados no MPASe e
bioconcentrado no 6rgdo. As anormalidades encontradas podem estar associadas a
ativacdo do sistema antioxidante dessas células, uma vez que 0s rins sdo 0s 0rgdos
responsaveis pela osmorregulacdo, excrecdo e homeostase do organismo dos animais

(Alesci et al., 2022).
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7 CONSIDERACOES FINAIS

As emissdes de MPASe pela indastria siderdrgica podem resultar em
contaminagdo cruzada ar-agua, em consequéncia da deposicdo de contaminantes
metélicos nos ecossistemas aquaticos. Entretanto, esta fonte de contaminagdo ndo é
considerada na maioria dos protocolos de monitoramento ambiental resultando numa
contaminagdo continua dos animais os quais muitas vezes sao utilizados para consumo

humano.

A contaminacdo da agua com diferentes concentracdes de MPASe, embora nédo
cause mortalidade em C. parallelus, causa bioconcentracdo de metais nos 6rgdos dessa
espécie e, os biomarcadores bioquimicos e morfolégicos analisados em branquias,
hepatopancreas, rins e musculos mostraram que a bioconcentracdo de elementos
metalicos presentes no MPASe altera o equilibrio redox e gera alteracbes no sistema
antioxidante e histopatoldgicas em branquias, hepatopancreas e rins, principalmente apés

exposicido a 0,1 e 1 g L™ de MPASe.

Além disso, a bioconcentracao de metais nos musculos, parte nobre do peixe, pode
causar contaminacdo em humanos, uma vez que essa espécie € muito apreciada como

fonte de proteinas.

Em conclusdo, a contaminacdo aquéatica pelo MPASe emitido por industrias
siderdrgicas, embora ndo cause letalidade de peixes, as alteragdes observadas ressaltam a
necessidade da criacdo de normativas para controle da emissdo destes materiais no

ambiente natural, a fim de garantir qualidade de vida para os animais e a populagé&o.



82

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Abiona, O. O., Anifowose, A. J.,, Awojide, S. E., Adebisi, O. C., Adesina, B. T.,
Ipinmoroti, M. O., 2019. Histopathological biomarking changes in the internal organs of
Tilapia (Orechromis niloticus) and catfish (Clarias gariepinus) exposed to heavy metals
contamination from Dandaru Pond, Ibadan, Nigeria. Journal of Taibah University for
Science, v. 13, p. 903-911. DOI: htpps://doi.org/10.1080/16583655.2019.1658400

Abreu, L. D, Costa, J. G., Abreu, G. C., Morimoto, T., 2017. Characterization of Dustfall
in the neighbourhoods of Ilha do Boi, Vila Velha, and Cidade continental which are part
of the Greater Vitoria area — Brazil. A&WMA’s 110th Annual conference & exhibition,
Pittsburgh, Pennsylvania, Jun 5 - 8, extended Abstract #: 33468.

Adorno, H. A., Souza, I. C., Monferrdn, M. V., Wunderlin, D. A., Fernandes, M. N.,
Monteiro, D. A., 2023. A multi-biomarker approach to assess the sublethal effects of
settleable atmospheric particulate matter from an industrial area on Nile tilapia
(Oreochromis niloticus). Science of the Total Environment, v. 856, p. 159168. DOI:
https://doi.org/10.1016/].scitotenv.2022.159168

Ajala, O. A., Oke, M. R., Ajibade, T. F., Ajibade, F. O., Adelodun, B., Ighalo, J. O., Ajala,
M. O., Kumar, P., Demissie, H., Ugya, A.Y., Sulaymon, I. D., 2022. Concentrations,
bioaccumulation, and health risk assessments of heavy metals in fishes from Nigeria’s
freshwater: a general overview. Environmental Science and Pollution Research, v. 29,
p.82660-82680. DOI: https://doi.org/10.1007/s11356-022-23390-1

Alesci, A., Cicero, N., Fumia, A., Petrarca, C., Mangifesta, R., Nava, V., Cascio, P. L.,
Gangemi, S., Gioacchino, M. D., Lauriano, E. R., 2022. Histological and chemical
analysis of heavy metals in kidney and gills of Boops boops: Melanomacrophages centers
and rodlet cells as environmental biomarkers. Toxics, v. 10 (5), p. 218.
DOI: https://doi.org/10.3390/toxics10050218

ANVISA, 2013. Resolugdo RDC N°42 Dispde sobre regulamento tecnico MERCOSUL
sobre limites maximos de contaminantes inorganicos em alimentos. Agéncia Nacional de

Vigilancia Sanitaria. Disponivel em: Ministério da Saude (saude.gov.br)

Arrivabene, H. P., Souza, I. C., C6, W. L. O., Conti, M. M., Wunderlin, D. A., Milanez,
C. R. D., 2015. Effect of pollution by particulate iron on the morphoanatomy,

histochemistry, and bioaccumulation of three mangrove plant species in



83

Brazil. Chemosphere, v. 127, p. 27-34. DOl:
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2015.01.011

Associacdo brasileira de normas técnicas — ABNT. 2016. NBR 15088: Analises
ecotoxicoldgicas: Ecotoxicologia aquética — Toxicidade aguda — Método de ensaio com
peixes (Cyprinidae). Rio de Janeiro. Acess: https://www.normas.com.br/visualizar/abnt-
nbr-nm/23585/nbr15088-ecotoxicologia-aquatica-toxicidade-aguda-metodo-de-ensaio-

com-peixes-cyprinidae

Atli, G., Alptekin, O., Tukel, S., Canli, M., 2006. Response of catalase activity to Ag™,
Cd?*, Cr®, Cu®* and Zn?* in five tissues of freshwater fish Oreochromis niloticus.
Comparative Biochemistry and Physiology. Part C. Toxicology and Pharmacology, V.
143, p. 218-224. DOI: https://doi.org/10.1016/j.cbpc.2006.02.003

Ballesteros, M. L., Rivetti, N. G., Morillo, D. O., Bertrand, L., Amé, M. V., Bistoni, M.
A., 2017. Multi-biomarker responses in fish (Jenynsia multidentata) to assess the impact
of pollution in rivers with mixtures of environmental contaminants. Science of the Total
Environment, v. 595, p. 711-722. DOI: https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2017.03.203

Barbosa, K. B. F., Costa, N. M. B., Alfenas, R. D. C. G., De Paula, S. O., Minim, V. P.
R., Bressan, J.,, 2010. Oxidative stress: Concept, implications and modulating
factors. Revista de Nutri¢do, v. 23, p. 629-643. DOI: https://doi.org/10.1590/S1415-
52732010000400013

Barboza, L. G. A., Vieira, L. R., Branco, V., Figueiredo, N., Carvalho, F., Carvalho, C.,
Guilhermino, L., 2018. Microplastics cause neurotoxicity, oxidative, damage and energy-
related changes and interact with the bioaccumulation of mercury in the European
seabass, Dicentrarchus labrax (Linnaeus, 1758). Aquatic Toxicology, p. 49-57. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.aquatox.2017.12.008

Barreiros, A. L., David, J. M., David, J. P., 2006. Estresse oxidativo: relacdo entre geracao
de espécies reativas e defesa do organismo. Quimica Nova, v. 29, p.113-123. DOI:
https://doi.org/10.1590/S0100-40422006000100021

Bernet, D., Schmidt, H., Meier, W., Burkhardt-Holm, P., Wahli, T., 1999. Histopathology
in fish: proposal for a protocol to assess aquatic pollution. Journal of Fish Diseases, v. 22
(1), p. 25-34. DOI: https://doi.org/10.1046/j.1365-2761.1999.00134.x


https://doi.org/10.1016/j.cbpc.2006.02.003

84

Beutler, E, 1982. Catalase. In: Beutler, E (ed), Red cell metabolism, A manual of
biochemical methods. Grune and Stratton, New York, p. 105 - 106.

Birungi, Z., Masola, B., Zaranyika, A., Naigaga, l., Marshall, B., 2007. Active
biomonitoring of trace heavy metals using fish (Oreochromis niloticus) as bioindicator
species. The case of Nakivubo wetland along Lake Victoria. Physics andCchemistry of

the Earth, Parts A/BIC, V. 32, p. 1350-1358. DOIL:
https://doi.org/10.1016/j.pce.2007.07.034

Borges, J. C. S., Pressinotti, L. N., Gomes, V., da Silva, J. R. M. C., 2010. Lipidic and
proteic absorption in digestive tract of tropical fat snook (Centropomus parallelus, Poey
1860). Journal of Experimental Marine Biology and Ecology, v. 386 (1-2), p. 39-44. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.jembe.2010.02.013

Borges, A. C. P., Piassdo, J. F. G., Albani, S. M., Albertoni, E. F., Martins, M. C.,
Cansian, R. L., Valduga, A. T., Hepp, L. U., Mielniczki-Pereira, A. A., 2021. Multiple
metals and agricultural use affect oxidative stress biomarkers in freshwater Aegla
crabs. Brazilian Journal of Biology, v. 82, p. 1-9. DOI: https://doi.org/10.1590/1519-
6984.230147

Bradford, M. M., 1976. A rapid and sensitive method for the quantification of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical
Biochemistry, v. 72, 248-254. http://dx.doi.org/10.1016/0003-2697(76)90527-3

Carmo, T. L. L., Azevedo, V. C,, Siqueira, P. R., Galvao, T. D., Santos, F. A., Martinez,
C. B. dos R., Appoli, C. R., Fernandes, M. N., 2018. Reactive oxygen species and other
biochemical and morphological biomarkers in the gills and kidney of the neotropical
freshwater fish, Prochilodus lineatus, exposed to titanium dioxide (TiO2) nanoparticles.
Environmental Science and Pollution Research, v. 25, p. 22963-22976. DOI: 25:22963—
22976 https://doi.org/10.1007/s11356-018-2393-4

Carvalho, T. L. A. B., Nascimento, A. A., Gomes, I. D., Aradjo, F. G., 2022. Histological
changes in fish hepatopancreas and kidney as indicators of environmental quality in
tropical bays. Environmental Biology of Fishes, v. 105, p. 917-931. DOI:
https://doi.org/10.1007/s10641-022-01300-1.



85

Castro, J. D. S.; 2021. Efeito das mudangas climaticas sobre a qualidade espermética do
peixe amazonico Colossoma macropomum. Biblioteca Virtual em Sadde. Cap. I11, p. 83-
90. ID: vtt-219258

Causey, D. R., Pohl, M. A,, Stead, D. A., Martin, S. A. A., Secombes, C. J., Macqueen,
D. J., 2018. High-throughput proteomic profiling of the fish liver following bacterial
infection. BMC Genomics, v. 19, p. 719. DOI: https://doi.org/10.1186/s12864-018-5092-
0

Cerqueira, C. C. C., Fernandes, M. N.; 2002. Recuperacdo do tecido branquial apds
exposicdo ao cobre e respostas a parametros sanguineos em peixes tropicais Prochilodus
scrofa. Ecotoxicology and Environmental Safety, v. 52 (2), p. 83-91. DOI:
https://doi.org/10.1006/eesa.2002.2164

Cerqueira, V. R.; 2005. Cultivo do robalo-peva, Centropomus parallelus. In:
Baldisserotto, B. e Gomes, L.C. (Org.). Espécies nativas para piscicultura no Brasil. Santa
Maria: Ed. UFSM. p. 403-431.

Chakraborty, S. B., 2021. Non-Essential heavy metals as endocrine disruptors:
Evaluanting impact on reproduction in teleosts. Proceedings of the Zoological Society, v.
74, p. 417-431. DOI: https://doi.org/10.1007/s12595-021-00399-x

Chen, Y. G., Huang, J. H., Luo, R., Ge, H. Z., Wolowicz, A., Wawrzkiewicz, M.,
Gladysz-Plaska, A., Li, B., Yu, Q. X., Kotodynska, D., Lv, G.Y., 2021. Impacts of heavy
metals and medicinal crops on ecological systems, environmental pollution, cultivation,
and production processes in China. Ecotoxicology and environmental safety, v. 219, p.
112336. DOI: https://doi.org/10.1016/j.ecoenv.2021.112336

Chovanec, A., Hofer, R., Schiemer, F., 2003. Chapter 18 Fish as bioindicators. Trace

Metals and other Contaminants in the Environment, v. 6, p. 639-676. DOI:
https://doi.org/10.1016/S0927-5215(03)80148-0

Conselho nacional do meio ambiente — CONAMA. Resolucdo n° 491 de November 19,
2018. Acess: https://www.in.gov.br/web/guest/materia/-
/asset_publisher/Kujrw0TZC2Mb/content/id/51058895/d01-2018-11-21-resolucao-n-
491-de-19-de-novembro-de-2018-51058603

Costa, J. G., Coronel, J. O., Queiroz, R. S., Morimoto, T., Albuquerque, A. S., Macedo,
W. A. A., Ardisson, J. D., Fernandezouton, L. E., 2019. Study of atmospheric particulate



86

matter by 57Fe Mdossbauer and Chemical Mass Balance Measurements. A&WMA'’s
112th Annual Conference & Exhibition, Québec City, Québec, June 25-28, Paper #
601022.

De Angelis, C. F., Soares, M. P., Cardoso, I. L., Filogonio, R., Taylor, E.W., McKenzie,
D. J,, Souza, I. C., Wunderlin, D. A., Monferran, M. V., Fernandes, M. N., Leite, C. A.
C., 2022. Settleable atmospheric particulate matter affects cardiorespiratory responses to
hypoxia in Nile tilapia (Oreochromis niloticus). Comparative Biochemistry and
Physiology Part C: Toxicology & Pharmacology,v. 257, p. 109353. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.cbpc.2022.109353

De Lima, W. F.; Gutjahr, A. L. N.; Braga, C. E. S., 2022. Bioacumulation and
translocation potential of Montrichardia linera (Arruda) Schott (Araceae) in lead
contaminated water. Revista Diadlagos & Ciéncia, v. 2 (1). DOI:
https://doi.org/10.7447/1678-0493.2022v2n1p48-59

Di Rienzo, J. A; Casanoves, F.; Balzarini, M. G.; Gonzalez, L. Tablada, M.; Robledo, C.
W., 2012. InfoStat Group, Faculdade de Ciencias Agropecuarias, Universidad Nacional

de Cordoba, Argentina. Acess: http://www.infostat.com.ar

El-Naggar, A. M., Mahamoud, S. A, Tayel, S. 1., 2009. Bioaccumulation of some heavy
metals and histopathological alterations in liver of Orechromis niloticus in relation to
water quality at different localities along the river Nile, Egypt. World Journal of Fish and
Marine Sciences, v. 1 (2), p. 105-114.

Fatima, M., Usmani, N., Fidaus, F., Zafeer, M. F., Ahmad, S., Akhtar, K., Husain, S. M.
D., Ahmad, M. H., Anis, E., Hossain. M. M., 2015. In vivo induction of antioxidant
response and oxidative stress associated with genotoxicity and histopathological
alteration in two commercial fish species due to heavy metals exposure in northern India
(Kali) river. Comparative Biochemistry and Physiology part C: Toxicology &
Pharmacology, v. 176-177, p. 17-30. DOI: https://doi.org/10.1016/j.cbpc.2015.07.004

Fernandes, M. N., Sakuragui, M. M., Paulino, M. G., Henrique, H. S., Benze, T. P., 2012.
Aguatic Ecosystem Monitoring: The use of fish as biological model. Em: Odila Rigolin
de Sa (Org.) Bacia Hidrogréafica: Estudos do Rio Grande no Sudoeste de Minas Gerais-
Brasil, p.63-80.



87

Ferreira, S. C. D. R., 2020. Efeitos histopatologicos em figado de pregado (Scophthalmus
maximus) exposto cronicamente a concentracbes ambientalmente realisticas de metais
pesados (Doctoral dissertation). Repositdrio institucional da universidade Fernando
Pessoa. URI: http://hdl.handle.net/10284/9327

Fontenele, A. P. G., Pedrotti, J. J., Fornaro, A., 2009. Evaluation of trace metals and major
ions concentrations in rainwater in downtown Sdo Paulo city. Quimica Nova, v. 32, p.
839-844. DOI: https://doi.org/10.1590/S0100-40422009000400003

Fortes, W. M. P. A., 2021. Bioacumulacdo de metais presentes no material particulado
atmosférico sedimentavel em tildpia-do-Nilo (Oreochromis niloticus). Repositorio
institucional UFSCar. URI: https://repositorio.ufscar.br/handle/ufscar/14899

Gabriel, F. A., Hauser-Davis, R. A., Soares, L., Mazzuco, A. C. A,, Rocha, R. C. C,,
Pierre, T. D. S., Saggioro E., Correia, F. V., Ferreira, T. O., Bernanrdino, A. F., 2020.
Contamination and oxidative stress biomarkers in estuarine fish following a mine tailing
disaster. Environmental Science (8). DOI: https://doi.org/10.7717/peerj.10266

Galvéo, E. S., Santos, J. M., Goulart, E. V., Reis Jr, N. C., 2023. Health risk assessment
of inorganic and organic constituents of the coarse and fine PM in an industrialized region
of Brazil. Science of the Total Environment. v. 865, p. 161042. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2022.161042

Galvéo, E. S., Santos, J. M., Lima, A. T., Reis Jr, N. C., Stuetz, R. M., Orlando, M. T. D.
A., 2018. Resonant synchrotron X-ray diffraction determines markers for iron-rich
atmospheric particulate matter in urban region. Chemosphere, v. 212, p. 418-428. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2018.08.111

Garai, P., Banerjee, P., Mondal, P., Saha, N. C., 2021. Effect of heavy metals on fishes:

Toxicity and bioaccumulation. Journal of Clinical Toxicology, v. 11, S18:001.

Garnero, P. L., Bistoni, M. D. L. A., Monferran, M. V., 2020. Trace element
concentrations in six fish species from freshwater lentic environments and evaluation of
possible health risks according to international standards of consumption. Environmental
Science and Pollution Research,v. 27 (22), p. 27598-27608. DOI:
https://doi.org/10.1007/s11356-020-08756-7

Griboff, J., Wunderlin, D. A., Monferran, M. V., 2017. Metals, As and Se determination
by inducrively coupled plasma-mass spectrometry (ICP-MS) in edible fish collected from


https://repositorio.ufscar.br/handle/ufscar/14899

88

three eutrophic resevoirs. Their consumption represents a risk for human health?.
Microchemical Journal, V. 130, p. 136-144. DOI:
htpps://dx.doi.org/10.1016/j.microc.2016.09.013

Griboff, J., Horacek, M., Wunderlin, D. A., Monferran, M. V., 2018. Bioaccumulation
and trophic transfer of metals, As and Se through a freshwater food web affected by
antrophic pollution in Cérdoba, Argentina. Ecotoxicology and Environmental Safety, v.
148, p. 275-284. DOI: https://doi.org/10.1016/j.ecoenv.2017.10.028

Grotto, H. Z. W., 2008. Iron metabolism: an overview on the main mechanisms involved
in its homeostastisis. Revista Brasileira de hematologia e hemoterapia, v. 30 (5), p. 390-
397. DOI: https://doi.org/10.1590/S1516-84842008000500012

Gutiérrez-Martinez, P. B., Torres-Moran, M. I., Romero-Puertas, M. C., Casas-Solis, J.,
Zarazua-Villasefior, P., Sandoval-Pinto, E., Ramirez-Hernandez, B. C., 2020. Assessment
of antioxidant enzymes in leaves and roots of Phaseolus vulgaris plants under cadmium
stress. Biotecnia, v. 22 (2), p. 110-118. DOI:
https://doi.org/10.18633/biotecnia.v22i2.1252

Hua Li, Z., Li, P., Wu, Y., 2021. Regulation of glutathione antioxidant defense system of
grass carp Ctenopharyngodon Idella under the combined stress of mercury and
temperature. Environmental Science and Pollution Research, v. 28., p. 1689-1696. DOI:
https://doi.org/10.1007/s11356-10587-5

Instituto Estadual de Meio Ambiente e Recursos Hidricos (IEMA), 2021. Governo do

Estado do Espirito Santo. Acess in: https://iema.es.gov.br/

Jain, R., Singh, S. P., Singh, A., Singh, S., Tripathi, P., Chandra, A., Solomon, S., 2016.
Study on physio-biochemical attributes and metallothionein gene expression affected by
chromium (V1) in sugarcane (Saccharum spp. hybrid). Journal of Environmental
Biology, v. 37 (3), p. 375.

Javed, M., Ahmad, I., Usmani, N., Ahmad, M., 2016. Studies on biomarkers of oxidative
stress and associated genotoxicity and histopathology in Channa punctatus from heavy

metal  polluted canal.  Chemosphere, v. 151, p. 210-219. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2016.02.080


https://doi.org/10.1016/j.ecoenv.2017.10.028

89

Jesus, W. B, Soares, S. H., Pinheiro-Sousa, D. B., Andrade, T. S. O. M., Oliveira, S. R.
S., Santos, F. S., Santos, D. M. S., Carvalho-Neta, R. N. F., 2020. Enzymatic and
histological biomarkers in Ucides cordatus (Linnaeus, 1763) (Crustacea, Brachyura,
Ucididae) gills indicative of environmental impacts in a port region of northeastern
Brazil. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, v. 72, p. 1413-1423.
DOI: https://doi.org/10.1590/1678-4162-11666

Jiang, Y., Wang, L., Qu, Z.,, Wang, C., Yang, Z., 2017. Effects on heavy metal
accumulation on freshwater fishes: species, tissues, and sizes. Environmental Science and
Pollution Research, v. 24, p. 9379-9386. DOI: 10.1007/s11356-017-8606-4

Jiao, Q., Han, Q., Xu, Y., Jiang, H., Xing, H., Teng, X., 2019. Impaired immune function
and structural integrity in the gills of common carp (Cyprinus carpio L.) caused by
chloropyrifos exposure: Through oxidative stress and apoptosis. Fish & Shellfish

Immunology, v. 86, p. 239-245. DOI: https://doi.org/10.1016/j.fsi.2018.08.060

Jin, Y., Zhang, X., Shu, L., Chen, L., Sun, L., Qian, H., Liu, W., Fu, Z., 2010. Oxidative
stress response and gene expression with atrazine exposure in adult female zebrafish

(Danio rerio). Chemosphere, V. 78, p. 846-852. DOIl:
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2009.11.044

Jiang, Z.Y., Woollard, A.C. and Wolff, S.P., 1991. Lipid hydroperoxide measurement by
oxidation of Fe?" in the presence of xylenol orange. Comparison with the TBA assay and
an iodometric method. Lipids, v. 26 (10), p. 853-856. DOI:
https://doi.org/10.1007/BF02536169

Keen, J. H.; Jakoby, W. H., 1976. Mechanism for several activities of glutathione
Stransferases. Journal of Biology and Chemistry, v. 251, p. 6183-6188.

Kellner, R., Otto, M., Widmer, H. M., Mermet, J., 1998. Analytical Chemistry. Ed. Wiley
VCH.

Lakra, K. C., La, B., Banerjee, T. K., 2019. Coal mine effluent-led bioaccumulation of
heavy metals and histopathological changes in some tissues of the catfish Clarias
batrachus. Environmental Monitoring and Assessment, v. 191, p. 136. DOIL:
https://doi.org/10.1007/s10661-019-7229-2



90

Lambert, A. J., Brand, M. D., 2009. Mitochondrial DNA - Methods and protocols -
Reactive oxygen species production by mitochondria. Methods in Molecular Biology, v.
554, p. 165-181. DOI: 10.1007/978-1-59745-521-3 11

Lesser, M. P., 2006. Oxidative stress in marine environments: biochemistry and
physiological ecology. Annual Review of Physiology, v. 68, p. 253-278. DOI:
10.1146/annurev.physiol.68.040104.110001

Long, S., Dong, X., Liu, H.,, Yan, X,, Tan, B., Zhang, S., Chi, S., Yang, Q., Liu, H., Yang,
Y., Zhang, H., 2022. Effect of dietary oxidized fish oil on liver function in hybrid grouper
(Epinephelus fuscoguttatus x Epinephelus fuscoguttatus). Aquaculture Reports, v. 22, p.
101000. DOI: https://doi.org/10.1016/j.aqrep.2021.101000

Rainbow, P. S., Luoma, S. N., 2011. Metal toxicity, uptake and bioaccumulation in
aquatic invertebrates — modelling zinc in crustaceans. Aquatic Toxicology, v. 105, p. 455-
465. DOI: https://doi.org/10.1016/j.aquatox.2011.08.001

Malham, S. K., Rajko-Nenow, P., Howlett, E., Tuson, K. E., Perkins, T. L., Pallett, D.
W., Wang, H., Jago, C. F., Jones, D. L., McDonald, J. E., 2014. The interaction of human
microbial pathogens, particulate material and nutrients in estuarine environment and their
impacts on recreational and shellfish waters. Environment Science: Processes & Impacts,
v. 16, p. 2145-2155. DOI: 10.1039/C4EMO00031E

Malik, N., Biswas, A. K., Qureshi, T. A., Borana, K., Virha, R., 2010. Bioaccumulation
of heavy metals in fish tissues of a freshwater lake of Bhopal. Environmental Monitoring
and Assessment, v. 160 (267), p. 267-276. DOI 10.1007/s10661-008-0693-8

Matos, A. R. D., 2021. Estudo de avaliacdo de risco e biomonitoramento na bacia do rio
Doce apds o rompimento da barragem do funddo. Universidade Federal dos Vales do
Jequitinhonha e Mucuri. Programa de Pds-Graduacdo em Tecnologia, Ambiente e
Sociedade. URI: http://acervo.ufvjm.edu.br/jspui/handle/1/2919

McCord, J. M., Fridovich, 1., 1969. Superoxide dismutase: an enzymic function for
erythrocuprein (hemocuprein). Journal of Biological Chemistry, v. 244 (22), p. 6049-
6055. DOI: https://doi.org/10.1016/S0021-9258(18)63504-5

Menegat, M. N., Loureiro, R. C., Dal Magro, J., Restello, R. M., Hepp, L. U., 2020.

Biodisponibilidade de metais em riachos e a acumulacdo por insetos aquaticos. Revista



91

Perspectiva, v. 44 (165), p. 21-33.
DOI: https://doi.org/10.31512/persp.v.44.n.165.2020.71.p.21-33

Mohanty, A., Samanta, L., 2016. Multivariate analysis of potential biomarkers of
oxidative stress in Notopterus notopterus tissues from Mahanadi River as a function of
concentration of heavy metals. Chemosphere, v. 155, p. 28-38. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2016.04.035

Molisani, M. M., Esteves, F. D. A, Lacerda, L. D. D., Rezende, C. E. D., 2013. Emiss6es
naturais e antropicas de nitrogénio, fosforo e metais para a bacia do Rio Macaé (Macag,
RJ, Brasil) sob influéncia das atividades de exploracdo de petréleo e gas na Bacia de
Campos. Quimica Nova,v. 36, p. 27-66. DOI: https://doi.org/10.1590/S0100-
40422013000100006

Monferran, M. V., Garnero, P. L., Wunderlin, D. A., Bistoni, M. A., 2016. Potencial
human health risks from metals and As via Odontesthes bonariensis consumption and
ecological risk assessments in a eutrophic. Ecotoxicology and Environmental Safety, v.
129, p. 302-310. DOI: https://dx.doi.org/10.1016/j.ecoenv.2016.03.030

Morais, T. D. C., Dias, D. C. F. D. S., Pinheiro, D. T., Gama, G. F. V., Silva, L. J. D.,
2021. Physiological quality and antioxidant enzymatic action in sunflower seeds exposed
to deterioration. Revista Caatinga, v. 34, p. 570-579. DOI: https://doi.org/10.1590/1983-
21252021v34n308rc

Morozesk, M., Souza, I. C., Fernandes, M. N., Soares, D. C. F., 2021. Airborne particulate
matter in an iron mining city: Characterization, cell uptake and cytotoxicity effects of
nanoparticles from PM2. 5, PM10 and PM20 on human lung cells. Environmental
Advances, v. 6, p. 100125. DOI: https://doi.org/10.1016/j.envadv.2021.100125

Moschem, C. D., Gongalves, J. P. R., 2020. Impacto Toxicolégico de Metais Pesados:
Uma Analise de Efeitos Bioquimicos e Celulares: Impact of heavy metals: An analysis of
biochemical and cellular effects. Health and Biosciences, v. 1 (2), p. 88-100. URI:

https://periodicos.ufes.br/healthandbiosciences

Naigaga, H., Muller, W. J., Ojok, L., Mbabazi, D., Magezi, G., Muhumuza, E., 2011. Fish
as bioindicators in aquatic environmental pollution assessment: A case study in Lake
Victoria Wetlands, Uganda. Physics and Chemistry of Earth, Parts A/B/C, v. 36, p. 918-
928. DOI: https://doi.org/10.1016/j.pce.2011.07.066


https://doi.org/10.31512/persp.v.44.n.165.2020.71.p.21-33

92

Organisation for economic co-operation and development (OECD). OECD Guideline for
testing of chemicals. 2019. Test Guidelines no. 203: Fish, acute toxicity testing test

Odongo, K. O., Otieno, S. A., Sharma, R. R., 2019. Effects of selected heavy metals on
morphology of Oreochromis niloticus and Clarias gariepinus along Ruiru River, Kenya.
Bonoeowo Wetlands, v. 9 (2), p. 91-107. DOI: 10.13057/bonorowo/w090204

Paschoalini, A. L., Bazzoli, N., 2021. Heavy metals affecting neotropical freshwater fish:
A review of the last 10 years of research. Aquatic Toxicology, v. 237, p. 105906. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.aquatox.2021.105906

Paulino, M. G., Souza, N. E. S., Fernandes, M. N., 2012. Subchronic exposure to atrazine
induces biochemical and histopathological changes in the gills of a Neotropical
freshwater fish, Prochilodus lineatus. Ecotoxicology and Environmental Safety, v. 80, p.
6-13. DOI: 10.1016/j.ecoenv.2012.02.001.

Piasséo, J., Gasparin, B., Martins, M., Decian, V., Cansian, R., Restello, R., Mielniczki-
pereira, A. A., 2019. Analysis of metals bioaccumulation and oxidative stress biomarkers

in crustaceans of Aegla genus (Crustacea, Anomura). Perspectiva, v. 43 (161), p.111-122.

Reboa, A., Mandich, A., Cutroneo, L., Carbone, C., Malatesta, A., Capello, M., 2019.
Baseline evaluation of metal contamination in teleost fishes of the Gulf of Tigullio (north-
western Italy): Histopathology and chemical analysis. Marine Pollution Bulletin, v. 141,
p. 16 - 23. DOI: https://doi.org/10.1016/j.marpolbul.2019.02.024

Rehman, A. U., Nazir, S., Irshad, R., Tahir, K., Rehman, K. U., Islam, R. U., Wahab, Z.,
2021. Toxicity of heavy metals in plants and animals and their uptake by magnetic iron
oxide nanoparticles. Journal of Molecular Liquids, v. 321, p. 114455. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.molliq.2020.114455

Reznick, A. Z., Packer, L., 1994. Oxidative damage to proteins: spectrophotometric
method for carbonyl assay. In methods in enzymology, v. 233 (38), p. 357-363. Academic
press. DOLI: https://doi.org/10.1016/S0076-6879(94)33041-7

Ruas, C. B. G., Carvalho, C. S., Araljo, H. S. S., Espindola, E. L. G., Fernandes, M. N.,
2008. Oxidative stress biomarkers of exposure in the blood of three cichlid species from
a polluted river. Ecotoxicology and Environmental Safety, v. 71, p. 86-93 DOI:
https://doi.org/10.1016/j.ecoenv.2007.08.018



93

Santos, I. G. S., Lira, A. S., Montes, C. S., Frédou, F. L., Rocha, R. M., 2021.
Histopathological biomarkers as indicators of the environmental quality of two estuaries
in  Northeastern  Brazil. = Research square, v. 1, p. 1-31. DOl
https://doi.org/10.21203/rs.3.rs-1081992/v1

Santos, J. M., Reis, N. C., Galvao, E. S., Silveira, A., Goulart, E. V., Lima, A. T., 2017.
Source apportionment of settleable particles in an impacted urban and industrialized
region in Brazil. Environmental Science and Pollution Research, v. 24 (27), p. 22026-
22039. DOI: 10.1007/s11356-017-9677-y

Santos, V. B., 2007. Morphologic aspects of fish lateral muscles. Instituto de Pesca, v. 33
(1), p. 127-135.

Schvezov, N., Wilson, R. W., Urbina, M. A., 2022. Oxidative damages and antioxidant
defences after feeding a single meal in rainbow trout. Journal of Comparative Physiology,
v. 192, p. 459-471. DOI: https://doi.org/10.1007/s00360-022-01435-8

Shahjahan, M., Talisma, K., Rahman, M. S., Emran, M. A., Alam, S. |., Faggio C., 2022.
Effects of heavy metals on fish physiology — A review. Chemosphere, v. 300, p. 134519.
DOI: https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2022.134519

Silva, C. A., Mafra Jr, L. L., Rossi, G. R., Trindade, E. S., Matias, W. G., 2022. A simple
method to evaluate the toxic effects of Prorocentrum lima extracts to fish (sea bass)
kidney  cells.  Toxicology In  Vitro, v. 85 p. 105476. DOIL:
https://doi.org/10.1016/].tiv.2022.105476

Soares, M. P., De Angelis, C. F., Cardoso, I. L., McKenzie, D. J., Souza, I. C., Wunderlin,
D. A., Monferran, M. V., Fernandes, M. N, Leite, C. A. C., 2022. Settleable atmospheric
particulate matter induces stress and affects the oxygen-carrying capacity and innate
immunity in Nile tilapia (Oreochromis niloticus). Comparative Biochemistry and
Physiology, part C: Toxicology & Pharmacology,v. 257, p.109330. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.cbpc.2022.109330

Souza, I. C., Duarte, I. D., Pimentel, N. Q., Rocha, L. D., Morozesk, M., Bonomo, M. M.,
Azevedo, V. C., Pereira, C. D., Monferran, M. V., Milanez, C. R., Matsumoto, S. T.,
2013. Matching metal pollution with bioavailability, bioaccumulation and biomarkers

response in  fish  (Centropomus parallelus) resident in  neotropical



94

estuaries. Environmental Pollution, v. 180, p. 136-144. DOl:
https://doi.org/10.1016/j.envpol.2013.05.017

Souza, I. C., Morozesk, M., Bonomo, M. M., Azevedo, V. C., Sakuragui, M. M., Elliott,
M., Matsumoto, S. T., Wunderlin, D. A., Baroni, M. V., Monferran, M. V., Fernandes,
M. N., 2018 a. Differential biochemical responses to metal/metalloid accumulation in
organs of an edible fish (Centropomus parallelus) from Neotropical
estuaries. Ecotoxicology and Environmental Safety,v. 161, p. 260-269. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.ecoenv.2018.05.068

Souza, I. C., Arrivabene, H. P., Craig, C. A., Midwood, A. J., Thornton, B., Matsumoto,
S. T., Elliott, M., Wunderlin, D. A., Monferran, M.V., Fernandes, M. N., 2018 b.
Interrogating pollution sources in a mangrove food web using multiple stable
isotopes. Science of the Total Environment,v. 640, p. 501-511. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2018.05.302

Souza, I. C., Mendes, V. A., Duarte, I. D., Rocha, L. D., Azevedo, V. C., Matsumoto, S.
T., Elliott, M., Wunderlin, D. A., Monferran, M. V., Fernandes, M. N., 2019. Nanoparticle
transport and sequestration: Intracellular titanium dioxide nanoparticles in a neotropical
fish. Science of the Total Environment,v. 658, p. 798-808. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2018.12.142

Souza, I. C., Morozesk, M., Mansano, A. S., Mendes, V. A., Azevedo, V. C., Matsumoto,
S. T., Elliott, M., Monferran, M. V., Wunderlin, D. A., Fernandes, M. N., 2021 a.
Atmospheric particulate matter from an industrial area as a source of metal nanoparticle
contamination in aquatic ecosystems. Science of the Total Environment,v. 753,
p.141976. DOI: https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2020.141976

Souza, I. C., Morozesk, M., Azevedo, V. C., Mendes, V. A., Duarte, I. D., Rocha, L. D.,
Matsumoto, S. T., Elliott, M., Baroni, M. V., Wunderlin, D. A., Monferrén, M. V., 2021
b. Trophic transfer of emerging metallic contaminants in a neotropical mangrove
ecosystem food web. Journal of Hazardous Materials, v. 408, p. 124424. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.2020.124424

Souza, I. C., Arrivabene, H. P., Azevedo, V. C., Duarte, I. D., Rocha, L. D., Matsumoto,
S. T., Franco, A., Elliott, M., Wunderlin, D. A., Monferran, M. V., Fernandes, M. N.,
2021 c. Different trophodynamics between two proximate estuaries with differing degrees



95

of pollution. Science of the Total Environment,v. 770, p. 144651. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2020.144651

Souza, I. C., Morozesk, M., Siqueira, P., Zini, E., Galter, I. N., De Moraes, D. A,,
Matsumoto, S. T., Wunderlin, D. A., Elliot, M., Fernandes, M. N., 2022. Metallic
nanoparticle contamination from environmental atmospheric particulate matter in the last
slab of the trophic chain: Nanocrystallography, subcellular localization and toxicity
effects. Science of the Total Environment, v. 814, 152685. DOI:
https://doi.org/10.1016/].scitotenv.2021.152685

Stark, A. A. P., Bonfada, C.O., Zani, G. S., de Paula, L. S., Teles, M. A., Junior, A.S. V.,
Corcini, C. D., Franga, R. T., 2022. Metais pesados e sua relacdo com o estresse oxidativo
em répteis. Research Society and Development,v. 11 (3), p. 1-12. DOL:
https://doi.org/10.33448/rsd-v11i3.26571

Steinhagen, D., Helmus, T., Maurer, S., Michael, R. D., Leibold, W., Scharsack, J. P.,
Skouras, A., Schuberth, H., 2004. Effect of hexavalent carcinogenic chromium on carp
Cyprinus carpio immune cells. Diseases of Aquatic Organisms, v. 65, p. 155 - 161. DOI:
10.3354/da0062155

Tavares, M. S., Sausen, D., Schorr, M. R. W., Marques, A. C. R., 2020. Estresse por ferro
nas plantas: uma revisao de literatura. Brazilian Journal of Development, v. 6 (5), p.
28825-28835. DOI: https://doi.org/10.34117/bjdv6n5-361

Tsai, H., Wu, P., Huang, J., Chen, S., 2021. Environmental pollution and chronic kidney
disease. International Journal of Medical Sciences, v. 18 (5), p. 1121-1129. DOI:
10.7150/ijms.51594

Viarengo, A., Ponzano, E., Dondero, F., Fabbri, R., 1997. A simple spectrophotometric
method for metallothionein evaluation in marine organisms: an application to
Mediterranean and Antarctic molluscs. Marine Environmental Research, v. 44 (1), p. 69-
84. DOI: https://doi.org/10.1016/S0141-1136(96)00103-1

Vinodhini, R., Narayanan, M., 2009. Heavy metal induced histopathological alterations
in selected organs of the Cyprinus carpio L. (Common carp). International journal
environmental research, v. 3 (1), p. 95-100. ISSN: 1735-6865



96

Vicente, N. M. D. F.; Sperber, C. F.; Carneiro, M. A., 2021. Dia do Rio Doce: Um olhar
cientifico sobre o maior desastre socioambiental do Brasil, p. 78-91, Ed. UFLA, Lavras,

Minas Gerais, Brazil.

Voigt, C. L., Silva, C. P. D., Campos, S. X. D., 2016. Avaliagcdo da bioacumulacdo de
metais em Cyprinus carpio pela interacdo com sedimento e 4gua de reservatdrio. Quimica
Nova, v. 39, p.180-188. DOI: https://doi.org/10.5935/0100-4042.20160014

Xu, Y., Liu, G., Xu, Y., Zhao, T., Zheng, H., Tan, X., 2022. Physiological and
transcriptomic analyses reveal the toxicological mechanism and risk assessment of
environmentally-relevant waterborne tetracycline exposure on the gills of tilapia
(Oreochromis niloticus). Science of the Total Environment, v. 806, p. 151290. DOI:
https://doi.org/10.1016/].scitotenv.2021.151290

Waheed, S., Kamal, A., Malik, R. N., 2014. Human health rish from organ-specific
accumulation of toxic metals and response of antioxidants in edible fish species from
Chenab River, Pakistan. Environmental Science and Pollution Research, v. 21, p. 4409-
4417. DOI: https://doi.org/10.1007/s11356-013-2385-3

Witkowska, D., Stowik, J., Chilicka, K., 2021. Heavy metals and human health: Possible
exposure pathways and the competition for protein binding sites. Molecules, v. 26 (19),
p. 6060. DOI: https://doi.org/10.3390/molecules26196060

White, C.C., Viernes, H., Krejsa, C.M., Botta, D., Kavanagh, T.J., 2003. Fluorescence-
based microtiter plate assay for glutamate—cysteine ligase activity. Analytical
Biochemistry,v. 318 (2), p. 175-180. DOI: https://doi.org/10.1016/S0003-
2697(03)00143-X

Wood, C. M., 2011. An introduction to metals in fish physiology and toxicology: basic
principles. Infish physiology, v. 31, p. 1-51. Academic Press. DOI:
https://doi.org/10.1016/S1546-5098(11)31001-1

Yadav, S. K., 2010. Heavy metals toxicity in plants: an overview on the role of
glutathione and phytochelatins in heavy metal stress tolerance of plants. South African
Journal of Botany, v. 76 (2), p. 167-179. DOI: https://doi.org/10.1016/j.sajb.2009.10.007



