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RESUMO

Os ecossistemas aquaticos, principalmente os localizados proximos a centros urbanos
e a atividades metalurgicas, sdo receptores de aguas residuais e deposicdo de
material particulado provenientes das atividades do seu entorno. O Brasil esta entre
um dos maiores produtores e exportadores de minério de ferro, tendo destaque o
estado do Espirito Santo, onde se localizam dois dos maiores complexos metalurgicos
do pais, o Complexo de Tubarao e Ubu. Neste cenario, o presente estudo teve como
objetivo avaliar o sangue, branquias e rins de tilapia-do-nilo, Oreochromis niloticus
coletados em lagoas costeiras influenciados por atividades metalurgicas (Maemba e
Carapebus) e em um sistema de aquicultura (Alegre) localizado em Alegre, a 140 km
de industrias metallrgicas, como referéncia. Agua, sedimento e sangue, branquias e
rins de O. niloticus coletadas nessas lagoas e em Alegre foram analisados quanto a
presencga e concentragdo de metais. Nos peixes, o fator de condigao relativo (Kn) e
multibiomarcadores (hematoldgicos, imunolégico, fisiolégico, de genotoxicidade e
mutagenicidade) foram analisados no sangue (plasma e eritrécitos) para avaliar a
higidez animal, e multibiomarcadores (bioquimicos, fisiolégicos e morfolégicos) foram
analisados nas branquias e nos rins para avaliar homeostase osmatica e ibnica. Os
parametros fisico-quimicos da agua influenciam o ecossistema desses lagos, a
biodisponibilidade de metais e os mecanismos osmorregulatérios. A analise dos
componentes principais separou Alegre das demais lagoas que sao influenciadas por
residuos de industrias metalurgicas. Apesar de alguns metais na agua e sedimento de
Alegre serem mais altos que nas lagoas, as concentragdes de metais no sangue dos
peixes de Alegre foram menores comparados com o dos peixes coletados em
Maemba e Carapebus enquanto nas branquias e rins, alguns metais foram mais altos
qgue nas lagoas. Os peixes da lagoa Maemba M1 apresentaram quadro de anemia e
menor osmolalidade. Os peixes da lagoa Carapebus apresentaram maior percentual
de micronucleos sugerindo a presencga de agentes genotoxicos na agua ou sedimento
e a maior concentracido de ions Cl no plasma, o que pode estar relacionado a um
ajuste a agua salobra em que vivem. A atividade das enzimas Na*/K*-ATPase, H*-
ATPase e anidrase carblnica, area fracional dos ionécitos na superficie branquial e
area nos tubulos renais variaram nos peixes das lagoas devido as caracteristicas
fisico-quimicas e concentragdo de metais distintas das lagoas. Em conclusao, os
peixes de Alegre apresentaram as melhores condi¢gdes de saude quando comparado
aos peixes localizados nas lagoas proximas as atividades metalurgicas confirmando
a hipotese de que os peixes coletados nas lagoas préximas as atividades metalurgicas
tém a higidez mais comprometida devido as influéncias antrépicas ao seu redor em
comparagdo com os peixes de regido com auséncia dessas industrias (Alegre).

PALAVRAS-CHAVE: Metais, Hematologia, Sistema imune, Genotoxicidade,

Osmorregulagéao, londcitos, Branquias, Rins, Metalurgia.



ABSTRACT

Aquatic ecosystems, especially those located close to urban centers and metallurgical
activities, are receptors of wastewater and deposition of particulate matter from
surrounding activities. Brazil is one of the largest producers and exporters of iron ore,
with emphasis on the state of Espirito Santo, where two of the largest metallurgical
complexes in the country are located, the Tubardo and Ubu Complex. In this scenario,
this study aimed to evaluate the blood, gills and kidneys of Nile tilapia, Oreochromis
niloticus collected in coastal lagoons influenced by metallurgical activities (Maemba
and Carapebus) and in an aquaculture facility (Alegre) located in Alegre, 140 km from
metallurgical industries. Water and sediment, and blood, gills and kidneys of O.
niloticus collected in these lagoons and in Alegre were analyzed for the presence and
concentration of metals. In fish, the relative condition factor (Kn) and multibiomarkers
(hematological, immunological, physiological, genotoxicity and mutagenicity) were
analyzed in the blood (plasma and erythrocytes) to evaluate animal health, and
multibiomarkers (biochemical, morphological and physiological) were analyzed in the
gills and kidneys to verify the mechanisms of osmotic and ionic regulation. The physical
and chemical parameters of the water influence the ecosystem of these lagoons, the
bioavailability of metals and the osmoregulation. The analysis of the main components
separated Alegre from the other lagoons that are influenced by waste from
metallurgical industries. Although some metals in the water and sediment of Alegre
were higher than in the lagoons, the concentrations of metals in the blood of fish from
Alegre were lower compared to that of fish collected in Maemba and Carapebus, while
in the gills and kidneys, some metals were higher. higher than in the lagoons. Fish from
the Maemba M1 lagoon showed anemia and lower osmolality. Fish from the Carapebus
lagoon had higher percentage of micronuclei suggesting the presence of genotoxic
agents in the water or sediment, and had the highest CI- concentration, which may be
related to an adjustment to the brackish water in which they live. The activity of Na*/K*-
ATPase, H*-ATPase and carbonic anhydrase enzymes, ionocyte fractional area in the
gill surface and in renal tubular area varied in the fish of lagoons due to
physicochemical characteristics and metal concentration of the lagoons. In conclusion,
fish from Alegre have the best health conditions when compared to fish located in
lagoons close to metallurgical activities confirming the hypothesis that fish collected in
lagoons close to mining and steel activities have a more compromised health due to
the human influences around them compared to fish from a region without these
industries (Alegre).

KEYWORDS: Metals, Hematology, Immune system, Genotoxicity. Osmoregulation.
lonocytes. Gills. Kidneys. Metallurgy.



LISTA DE FIGURAS

CAPITULOI

Figura 1. Estado do Espirito Santo, Brasil, indicando os 3 locais de coleta de
Oreochromis niloticus, Alegre distante das industrias metalurgicas e as lagoas
Maemba e Carapebus préximas das industrias. A. Regido correspondente ao
Complexo de Tubarao (1) e Lagoa de Carapebus (2); B- Ponto de coleta na lagoa de
Carapebus (1); C- Regido correspondente a industria metalurgica (1) e lagoa Maemba
(2); D- Ponto de coleta na lagoa da Maemba (pontos 1 e 2)

Figura 2. Oreochromis niloticus, Tilapia-do-Nilo. (Foto: Museu Nacional)

CAPITULO II

Figura 1. Relagéo entre o comprimento total e a massa corporea de O. niloticus (A) e
o fator de condicéo relativo (Kn) em relagdo ao comprimento total (B) de O. niloticus
(n=12 cada local) coletados em diferentes lagos: Alegre (A), Carapebus (C), Maemba
ponto 1 (M1) e Maemba ponto 2 (M2)

Figura 2. Biomarcadores imunologicos em tilapia-do-nilo, O. niloticus (n=12),
coletados nas lagoas Alegre (A), Maemba Ponto1 (M1), Maemba Ponto 2 (M2) e
Carapebus (C). A: Atividade respiratéria leucocitaria, B: Concentragdo sérica de
lisozima e C: Proteina plasmatica total (TPP). Valores representados por média + SEM

(n=12). Letras diferentes indicam diferencga significativa (p<0,05)

Figura 3. Biomarcadores de estresse fisiolégico em tilapia-do-nilo, O. niloticus (n=12),
coletados nas lagoas Alegre (A), Maemba Ponto1 (M1), Maemba Ponto 2 (M2) e
Carapebus (C). A: Cortisol, B: Glicose. Valores representados por média £+ SEM

(n=12). Letras diferentes indicam diferenga significativa (p<0,05)



Figura 4. Biplots de PCA representando respostas de biomarcadores sanguineos de
O. niloticus (A), biomarcadores sanguineos e metais em eritrocitos de O. niloticus (B)
e biomarcadores sanguineos e metais em plasma de O. niloticus (C). Os
agrupamentos estéo relacionados a diferentes lagoas (Alegre, Maemba ponto1e 2 e
Carapebus). Hb: hemoglobina; Ht: hematdcrito; PPT: proteina plasmatica total; CTS:
cortisol; SLC: lisozima; G: glicose; VCM: volume corpuscular médio; CHCM:
concentragcdo média de hemoglobina corpuscular; HCM: hemoglobina corpuscular
média; Er: eritrocitos totais; ARL: atividade respiratéria de leucdcitos; Lc: leucdcitos
totais; Tb: trombdcitos totais; Mc: mondcito; Lf: linfocito; Nt: neutrdéfilo; Eo: eosindfilo;
CGE: célula granulocitica especial; LI: leucocitos imaturos; EN: eritrcito normal; Bb:

nucleo com broto; Lb: nucleo lobado; Ntc: nucleo entalhado; MNU: micronucleo

Figura 5. Biplot de GPA considerando as concentragdes de metais na agua e no
sedimento, nos eritrocitos € no plasma e os biomarcadores medidos no eritrocito e

plasma de O. niloticus, coletados em Alegre, Maemba ponto 1 e 2, e Carapebus

CAPIiTULO 1l

Figura 1. A: Osmolalidade plasmatica de Oreochrmis niloticus, Concentracéo de ions
no plasma de Oreochrmis niloticus. B: ions Na*; C: ions K*; D: ions CI', coletados em
Alegre (A), na lagoa Maemba ponto 1 (M1) e ponto 2 (M2) e Carapebus (C). Os valores
estéo representados pela média + SEM (n = 12). Diferentes letras significam diferenca

significativa entre Alegre e as lagoas (p < 0,05)

Figura 2. Atividade da Na*/K*-ATPase (A) e H*-ATPase (B) e anidrase carbénica (C)
nas branquias de Oreochromis niloticus coletados em Alegre (A), na lagoa Maemba
ponto 1 (M1) e ponto 2 (M2) e na lagoa Carapebus (C). Os valores estao
representados pela média + SEM (n=10). Diferentes letras indicam diferencga

significativa entre as lagoas (p < 0.05)



Figura. 3. Atividade da Na*/K*-ATPase (A), H*-ATPase (B) e anidrase carbdnica (C)
nos rins de Oreochromis niloticus coletados em Alegre (A), na lagoa Maemba ponto 1
(M1) e ponto 2 (M2) e na lagoa Carapebus (C). Os valores estao representados pela
média + SEM (n=10). Diferentes letras indicam diferenga significativa entre as lagoas
(p <0.05)

Figura. 4. Electronmicrografias de varredura da superficie epitelial do filamento das
branquias de Oreochromis niloticus coletados em (A) Alegre, (B) Maemba ponto1, (C)
Maemba ponto2 e (D) Carapebus. Setas brancas indicam a superficie apical dos

ionocitos. Barra de escala = 10 ym)

Figura. 5. A: Area fracional de iondcitos (AFI) na superficie epitelial do filamento das
branquias de Oreochromis. niloticus e B: Densidade de iondécitos no filamento
branquial, coletados em Alegre (A), na lagoa Maemba ponto 1 (M1) e ponto 2 (M2) e
na lagoa Carapebus (C). Os valores estdo representados pela média + SEM (n=5,
analise de 25 campos aleatérios). Diferentes letras indicam diferenga significativa

entre as lagoas (p < 0.05)

Figura 6. Localizagdo imunohistoquimica da enzima Na*/K*-ATPase nos iondcitos
(preto) nos filamentos e lamelas da branquias de Oreochromis niloticus coletados em
(A) Alegre, (B) Maemba ponto1, (C) Maemba ponto2 e (D) Carapebus. Barra de escala
=20 um

Figura 7. londcitos nos filamentos (F) e nas lamelas (L) das branquias de Oreochromis
niloticus coletados em Alegre (A), na lagoa Maemba ponto 1 (M1) e ponto 2 (M2) e na
lagoa Carapebus (C). Os valores estao representados pela média + SEM (n=>5, analise
de 10 campos aleatdrios). Diferentes letras, maiusculas para filamento e minusculas
para lamela, indicam diferenca significativa entre as lagoas (p < 0,05)

Figura 8. Localizagdo imunohistoquimica da enzima Na*/K*-ATPase nos iondcitos
(preto) nos rins de Oreochromis niloticus coletados em (A) Alegre, (B) Maemba
ponto1, (C) Maemba ponto2 e (D) Carapebus. Barra de escala = 20 ym



Figura 9. Area de iondcitos pela area de epitélio dos tubulos renais de Oreochromis
niloticus coletados em Alegre (A), na lagoa Maemba ponto 1 (M1) e ponto 2 (M2) e na
lagoa Carapebus (C). Os valores estao representados pela média + SEM (n=>5, analise
de 10 campos aleatérios). Diferentes letras indicam diferenga significativa entre as
lagoas (p < 0,05)

Figura 10. Analise de componentes principais entre os parametros fisicos e quimicos
da agua e os biomarcadores no plasma (A) nas branquias (B) e nos rins (C). Cond:
condutividade (mS cm™"); Sal: salinidade (%o); OD: oxigénio dissolvido (mg L"); Temp:
temperatura (°C); Osm: osmolalidade; Na: ions Na*; K: ions K*; Cl: ions CI; I. Film:
numero de iondcito no filamento; I. Lam: numero de iondcito na lamela; DI: densidade
de iondcito; AFI: area fracional de iondcitos; NKA: Na*/K* - ATPase; H.ATP: H* -
ATPase; A.C: anidrase carbdnica; |. Rins: area de iondcitos por area ddos tubulos
renaia. As lagoas A- Alegre, C — Carapebus, M1 — Maemba ponto 1, M2 — Maemba
ponto 2

Figura 11. Analise de componentes principais entre os metais e os biomarcadores no
plasma (A) nas brénquias (B) e nos rins (C). Osm: osmolalidade; Na: ions Na*; K: ions
K*; Cl: ions CI; I. Film: numero de iondcito no filamento; I. Lam: numero de iondcito
na lamela; DI: densidade de iondcito; AFI: area fracional de iondcitos; NKA: Na*/K* -
ATPase; H.ATP: H* - ATPase; A.C: anidrase carboénica; |I. Rim: area de iondcitos por
area de epitélio renal. As lagoas A- Alegre, C — Carapebus, M1 — Maemba ponto 1, M2
— Maemba ponto 2

Figura 12. Biplot de GPA considerando os parametros fisico-quimicos, as
concentragdes de metais na agua e no sedimento, no plasma, nas branquias e nos
rins, e os biomarcadores medidos no plasma, nas branquias e nos rins de O. niloticus,

coletados em Alegre, Maemba ponto 1 e 2, e Carapebus



LISTA DE TABELAS

CAPITULO II

Tabela 1. Parédmetros fisicos e quimicos da agua (valores médios, minimos e
maximos) nas lagoas Alegre, Maemba (pontos 1 e 2) e Carapebus. Letras diferentes

indicam diferenca significativa entre as lagoas (p<0,05)

Tabela 2. Concentragédo de metais e metaloides (mediana e valores do 1° e 3° quartil)
na agua (ug L") em Alegre (A) e nas lagoas Maemba ponto 1 (M1) e ponto 2 (M2) e
Carapebus (C). LOD: limite de deteccédo; LOQ: limite de quantificagcdo. Letras
diferentes indicam diferengas significativas (p<0,05)

Tabela 3. Concentragédo de metais e metaloides (mediana e valores do 1° e 3° quartil)
no sedimento (ug g') em Alegre (A) e nas lagoas Maemba ponto 1 (M1) e ponto 2
(M2) e Carapebus (C). LOD: limite de deteccao; LOQ: limite de quantificagdo. Letras
diferentes indicam diferencgas significativas (p<0,05)

Tabela 4. Concentragdo de metais e metaloides (mediana e valores de 1° e 3° quartil)
nos eritrécitos (ug g') do sangue de O. niloticus coletado em Alegre (A) e nas lagoas
do ponto Maemba1 (M1) e ponto 2 (M2) e Carapebus (C). LOD: limite de detecgao;
LOQ: limite de quantificagdo. Letras diferentes indicam diferenga significativa entre
Alegre e as lagoas (p<0,05)

Tabela 5. Concentragdo de metais e metaloides (mediana e valores de 1° e 3° quartil)
no plasma (ug g') do sangue de O. niloticus coletado em Alegre (A) e nas lagoas do
ponto Maemba1 (M1) e ponto 2 (M2) e Carapebus (C). LOD: limite de detecc¢ao; LOQ:
limite de quantificagcdo. Letras diferentes indicam diferencga significativa entre Alegre e
as lagoas (p<0,05)



Tabela 6. Variaveis hematologicas e imunolégicas (média £+ SEM) do sangue de
tilapia-do-nilo, O. niloticus, coletadas nas lagoas Alegre, Maemba (pontos 1 e 2) e
Carapebus. Letras diferentes indicam diferenga significativa entre Alegre e lagoas
(p<0,05)

CAPITULO Il

Tabela 1. Concentragédo de metais e metaloides (mediana e valores do 1° e 3° quartil)
nas branquias (ug g™') de O. niloticus coletados em Alegre (A) e nas lagoas Maemba
ponto 1 (M1) e ponto 2 (M2) e Carapebus (C). LOD: limite de detecg¢ao; LOQ: limite
de quantificagdo. Letras diferentes indicam diferencga significativa entre Alegre e as

lagoas (p < 0,05)

Tabela 2. Concentragédo de metais e metaloides (mediana e valores do 1° e 3° quartil)
nos rins (ug g™') de O. niloticus coletados em Alegre (A) e nas lagoas Maemba ponto
1 (M1) e ponto 2 (M2) e Carapebus (C). LOD: limite de detec¢do; LOQ: limite de
quantificacdo. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre Alegre e as
lagoas (p < 0,05)



SUMARIO

ORGANIZAGAO GERAL DA DISSERTAGAO .......cccoruerirerserersesesesesessesesseesesaeseeans 21

CAPITULO |

1. INtrodUGa0 geral ... 23
1.1 Tipos de CONtAMINAGAOD ........ccuvuiiiieiiiie e e e e e e e e 24
1.2 Estado do Espirito Santo — Brasil .............uuoieiiiiiiiiiiiiice e 25
1.2.1 Complexo de Tubar@o € UbU .........cooovviiiiiiiiiii e 26
L IR To [0 - T TSR 27
1.3 ECOIOXICOIOGIA . ...ttt nee 28
IR 38 = oo ¢ o] 1) o O EPRR 29
IR =] o] o 0 F= T o= To (o] = 29
1.5.1 Biomarcadores hematolOgiCOS .........ccooeieiiiiieeee e 29
1.5.2 Biomarcadores da regulagado 0SmMOo-idNiCa .............ccceeeeeeiiiiieriiiiiiieeeeeeeeenns 31
1.6 Influéncia dos parametros fisico-quimicos da agua...........c.cceevvveviiiiiiieeeeeee, 33
1.7 Influéncia dos metais e nanoparticulas metalicas..............cccceeeeiviiiiiiiiiiieeee, 34
1.8 Tilapia-do-nilo (Oreochromis NilOtICUS):..........cccccieieeeeiiiiiiee e, 34
LIRS IO o)=Y (1Y J USSR 36
1.9.1 ODbjetivos €SPECITICOS .....ccoeeiieeee e 36

=T =] =T 3T o - L= 37

CAPITULO II

I L 11 o T ¥ o o N 51
2. Materiais € MetOdoS........ccoiiiiiiiiiiiiiiir i ———— 52
2.1, Area de @StUAOD ...t 52
2.2. Matrizes abidticas - Amostragem de agua e sedimento ............ccceveeeeeeeeen, 53
2.3. Matriz Bidtica — Amostragem de peixes € SaNQUE ..........ccceeeeeeevivieviniieeeeeeeeenn, 54
2.4. |dentificagdo e quantificacdo de metais em matrizes abibticas e bidticas ...... 54

2.5. Variaveis hematoldgicas € imunolOgiCas ...........euuueeuviieeiiiieiiiiiiiiiieeieeeeiieeeeeeee 55



2.6. EStresse fiSiOlOQICO ... ..ciii i 56

2.8. ANAliSe eStatiStiCaA .......uuiiiiiiiiiiiiiiiii e 56
3. ReSUIAOS .......ceeeiiiiiiiiiii s s e 57
3.1. Variaveis fisico-quimicas e concentragdo de metais em agua e sedimentos .57
3.2. Fator de condig&o dos peixes (Kn) e metais e metaloides no sangue............. 60
3.3. Biomarcadores de estresse hematoldgicos, imunoldgicos, genotdxicos,
MUtagénicos € fISIOIOGICOS ......ccoieeeee e 63
3.4. Analise de Componentes Principais (PCA).......ccoiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 66
3.5. Correlacao de SPEIMAN.........couuiiiiiecee e 66
3.6. Analise discriminante linear (LDA) ........coooeiiiiieiiiee e 68
3.7. Analise de procrustes generalizada (GPA) ........cooeeiiiiieiiiicceeee e 68
L S 0 1= o W == U 69
£ T 0 T 3 T2 [ 1= o 75
=T =] =T T o - L= 76

CAPITULO Ili

1. INrOAUGAO.. .. s e 87
2. Materiais € MEtodOS........ccoiiiiiiiiiiiiii i ——— 89
2.1, Area de @STUAOD ... 89
2.2. Coleta de agua € sedimento: .......coooeiiiiiiiiiieee e 90
2.3. Coleta de peixes e amostras bioldgicas: sangue, branquia e rim................... 90
2.4, ANALISE QUIMICA ....euuui et e et e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeas 91
2.5. Osmolalidade e concentragédo de ions no plasma ...........cccceeeeeeeeiiiiiiiicieeeenn. 91
2.6. Determinacgdo da proteina total.............oooriiiiiii 92
2.7. Determinacédo da atividade da Na*/K* ATPase e H* ATPase .........cccceuvnne.. 92
2.8. Atividade da Anidrase Carbonica (AC).........ceeeieiieeeeeeceee e 92
2.9. Determinacdo da densidade e area fracional de iondcitos na superficie
PranQUIAL....... oo e e e s 93
2.10. Imunohistéquimica contra a Na*/K* ATPase nos iondcitos.............cccccuuuee..... 93
2.11. ANAliSe eStatiStiCa .......eeuuiiiiiiiiiiiiiii i 94
3. ReSUIAOS ......cceeiiiiiirriii s s e 95
3.1. Parametros fisico-quimicos da agua e concentragao de metais e metaloides na
AQUA € SEAIMENTO ...ttt ettt ettt ettt e et e e et e e e tse e s st ee e e seeeeneee e 95



3.3. Osmolalidade e concentracdo de ions noplasma............cccoevveeeiiiiiiieeeeeinnnn... 98

3.4. Atividade das ATPases e anidrase carbOnica nas branquias.......................... 98
3.5. Atividade das ATPases e anidrase carbOnica nos rinNs..........ccccceeevveeiiinennnnn. 99
3.6. Densidade e area fracional de iondcitos (IFA) na superficie branquial ......... 100
3.7. Imunohistéquimica de IONOCIKOS.........iii i 102
3.8. Analise de componentes principais (PCA) ... 105

3.8.1 PCA - Parametros fisico-quimicos da agua e os biomarcadores............. 105

3.8.2 PCA — Metais no plasma, nas branquias e nos rins e os biomarcadores 106

3.9. Analise de correlagcédo de Spearman (rs <-0.70e rs> 0.70).......cccceeveeeeeen.n. 108
3.10. Analise discriminante linear (LDA) .........coooiiimiiiee e, 108
3.11. Analise de procrustes generalizada (GPA).........ccc 109
£ T 0 T o o2 11 == L 114
(=T =] =1 3 T o - 115

CAPITULO IV

CONCLUSOES GERAIS ......cccouiieirirerneseressssssssesesessssssesessssssssssessssssssssssesssasssnens 121




ORGANIZAGCAO GERAL DA DISSERTACAO

Esta dissertacdo foi estruturada em capitulos a fim de proporcionar melhor
compreensao dos resultados e conclusdes obtidos nesta pesquisa relacionada ao

projeto de mestrado.

O capitulo | apresenta um panorama geral do assunto tratado neste trabalho,
além de contar com a revisao bibliografica dos principais temas e o contexto em que
se insere essa pesquisa, também consta neste capitulo, os objetivos gerais e

especificos que o trabalho procurou investigar e as referéncias citadas neste capitulo.

O capitulo Il (hematologia e imunologia) e o capitulo IlI (mecanismos
osmorreguladores) sdo as abordagens principais desta dissertacéo e foram divididas

dessa forma com a finalidade de serem publicadas em periddicos especificos.

O capitulo IV traz as principais conclusbes obtidas em todo o trabalho,

unificando neste capitulo as conclusdes das duas abordagens.



CAPITULO |

APRESENTACAO
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1. Introducgao geral

Os corpos hidricos desempenham papel fundamental na sustentagao da vida e
na manutencgao dos ecossistemas, fornecendo uma série de servigos ecossistémicos.
Entre esses servigos estdo os habitats, que sao cruciais para uma ampla variedade
de espécies, oferecendo condigdes propicias para abrigo, alimentagao e reproducéo,
e o equilibrio dos ecossistemas, influenciando na regulagao do clima, na manutencéo
da biodiversidade e no ciclo hidrologico. Além disso oferece o servigo de
abastecimento de agua potavel, que é a fonte primaria para consumo humano e
essencial para os setores agricola e industrial, e servigos recreativo e turistico, pois
sdo locais de interesse para atividades como nado, pesca e observagao da paisagem,

contribuindo com a economia local.

Os corpos hidricos sao classificados de acordo com suas caracteristicas. Os
oceanos e mares, por exemplo, sdo o0s maiores corpos hidricos do planeta,
caracterizados por sua extensao, alta salinidade e profundidade variada, que incluem
desde areas rasas até abismos oceanicos profundos. Os rios e riachos sao
caracterizados por possuirem fluxo unidirecional, transportando agua das areas
elevadas até as mais baixas, e sdo frequentemente utilizados para abastecimento de
agua, producao de energia e para o transporte. Os aquiferos sédo reservatérios de
agua subterrdnea utilizados principalmente como fonte de abastecimento, e séo
bastante vulneraveis a poluicdo. Por sua vez, os pantanos e manguezais sao
ecossistemas umidos de transicdo entre o ambiente aquatico e terrestre, tendo sua
salinidade variavel de acordo com o nivel de influéncia do mar e da agua doce,
desempenhando fung¢des importantes no controle de inundagdes, na estabilizacdo da
costa e como habitat para diversas espécies. As lagoas e lagos, caracterizados pelas
suas aguas calmas, podem apresentar variados tamanhos e profundidades, e a
depender da sua localizagdo podem apresentar caracteristicas de agua doce ou de
agua salobra, sendo frequentemente usadas para recreagao, pesca e abastecimento
de agua, além de atuar na regulacéo do clima local.

Apesar da sua importancia, os corpos hidricos ndo se isentam das influéncias
antropicas. Conjuntamente com o crescimento populacional, que favorece o

crescimento urbano acelerado e desordenado, ocorre a intensificagdo do
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desenvolvimento dos setores agricolas, industriais e tecnoldgicos para suprir as
demandas da populacao. Os efeitos da poluicdo e contaminagao dos corpos hidricos,
provenientes das atividades antropicas, representam estado de alerta, pois podem
prejudicar o equilibrio desse ecossistema e seu funcionamento, comprometendo os

servigcos ecossistémicos prestados.

1.1 Tipos de contaminagao

As fontes de contaminagdo dos ecossistemas aquaticos englobam efluentes
domésticos, agricolas e industriais, sendo que cada um possui caracteristicas
distintas e, consequentemente, possiveis efeitos distintos, que podem atuar de
maneira antagdnica ou sinérgica com os elementos e as substéncias contidas na
agua.

A polui¢ao dos corpos hidricos pelo langamento de efluentes domésticos, sédo
resultantes das atividades diarias da populagdo. Esses efluentes abrangem uma
diversidade de subprodutos, tais como Oleos, sabdes, detergentes, produtos de
higiene pessoal, medicamentos e dejetos organicos, como resto de alimentos e, em
casos em que nao ha tratamento de esgoto adequado, excretas humanas (Schweitzer
et al. 2018 e Afolalu et al. 2022).

A poluicdo originada na agricultura € causada pelas praticas agricolas
intensivas e pelo uso de pesticidas e fertilizantes quimicos. Esses produtos podem
contaminar tanto as aguas subterraneas quanto as superficiais através da lixiviagéo
ou escoamento superficial (Obi et al., 2016). Os pesticidas, em particular, representam
grande ameaca, pois se tratam de produtos que nido sao totalmente biodegradaveis,
podendo se acumular nos corpos hidricos, resultando em disfungéo ecoldgica e
consequentemente gerando impactos negativos na biodiversidade (Nagendran,
2011).

A poluicdo dos recursos hidricos também pode ocorrer pelo lancamento de
efluentes industriais. Neste caso, a composigdo das aguas residuais de origem
industrial varia de acordo com sua area de produgao (Schweitzer et al, 2018 e Afolalu
et al. 2022). Dessa forma, as aguas residuais de industrias produtoras de pesticida e
herbicida terdo em sua composicao arsénio, nitratos e fosfatos, industrias téxtis ou

alimenticias terdo a presengca de corantes, e industrias metalurgicas teréo
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concentragdes de diferentes metais e metaloides (du Plessis, 2020; Genawi et al.,
2020). Além das aguas residuais langcadas diretamente nas lagoas, existe a
contaminagao indireta pela emissdo de material particulado atmosférico por essas
industrias.

O material particulado atmosférico (MPA) € o nome dado para a poeira presente
na atmosfera, cuja composig¢ao pode variar dependendo da fonte emissora. Tal poeira
pode ter diferentes origens, incluindo solo, queima de combustivel veicular e
atividades industriais. Devido o MPA ser composto por diferentes tamanhos de
particulas, as menores e mais leves, normalmente inferiores a 10 um tendem a ficar
suspensas no ar, entretanto algumas particulas podem se agregar formando
particulas maiores e mais pesadas dando origem ao MPA sedimentavel (MPASe), que
diferente das particulas menores e mais leves, tende a precipitar. Dessa forma, o MPA
além de ser um contaminante atmosférico, ele pode se tornar um contaminante
terrestre (Turtscher et al., 2017) e aquatico (Arrivabene et al., 2015) na forma de
MPASe. Entre os maiores emissores de MPA se destacam as industrias metalurgicas

(Zhang et al., 2014), composto principalmente de elementos metalicos.

O impacto causado nos ecossistemas aquaticos pela deposicdo do MPASe
metalico aumenta a concentracio e a presenca de diferentes metais e nanoparticulas
metalicas na agua e podem comprometer as fungdes fisioldgicas dos organismos
aquaticos (Souza et al., 2018). Os metais e as nanoparticulas metalicas, contidas no
MPASe, podem se dissociar e se encontrar, livres ou complexadas, no ecossistema
aquatico, dessa forma, podendo ser incorporadas e bioacumuladas na biota residente
(Adorno et al., 2023; Monteiro et al., 2023).

1.2 Estado do Espirito Santo — Brasil

O estado do Espirito Santo esta localizado na regido do litoral sudeste do Brasil,
fazendo divisa com Minas Gerais, Bahia e Rio de Janeiro. Sua capital é Vitéria. A
atual Regiao Metropolitana da Grande Vitéria (RMGV), era chamada de Regiao
Metropolitana de Vitoria (RMV), mas teve seu titulo alterado quando ocorreu a
incorporagao dos municipios Guarapari e Fundao. Atualmente a Regido Metropolitana

da Grande Vitéria (RMGV) é formada pelos municipios de Cariacica, Fundao,
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Guarapari, Serra, Viana, Vila Velha e Vitdria. Sendo o municipio de Serra o mais

populoso, apesar de Vitdria ser a capital do estado.

O clima do estado é tropical litoraneo umido e as chuvas concentram-se no
verdo. Na economia, tém destaque a pecuaria, a agricultura, se destacando a
producdo de cana-de-agucar, de laranja e de café, e a mineragdo. Em 1966, a
Companhia Vale do Rio Doce, a fim de ampliar a exportacdo de minério de ferro vindo
de Minas Gerais, comecgou a construir o porto de Tubardo em Vitéria, que foi finalizado
em 1976. Com a instalagdo do porto de Tubardo surgiu o complexo industrial que
possibilitava a pelotizagdo do minério de ferro. Dessa forma, o estado do Espirito
Santo se tornou o maior produtor de placas de ago do Brasil e um importante porto
exportador de minério de ferro. O estado também apresenta importantes reservas de

granito e marmore que sao alvos do extrativismo para o setor de rochas ornamentais.

1.2.1 Complexo de Tubarao e Ubu

A RMGYV ¢ caracterizada pela atividade de industrias metalurgicas, envolvendo
0 processo de pelotizacdo de minério de ferro e sua exportagao (Abreu et al., 2017;
Santos et al., 2017; Galvao et al., 2018), e sao responsaveis pela emissdo de MPASe,
denominado pela populagao local como “p6 preto”. O MPASe proveniente da atividade
dessas industrias é constituido por diferentes metais/metaloides em concentracoes
distintas, sendo que a maior concentragao € de Fe e Al (Souza et al., 2021 e Fortes et
al., 2023), seguido de Ti, Mn e Zn, sendo que estes ultimos podem variar a ordem,

visto que a concentragédo dos metais ndo é fixa.

Os principais responsaveis pelo setor de mineragao e siderurgia no Espirito
Santo sdo o Complexo de Tubardao e Complexo de Ubu. O complexo de Tubaréo,
localizado em Serra — ES, € composto por varias unidades industriais, que por sua
vez tem como principal foco a pelotizagdo de minério de ferro e exportacdo. O
complexo de Ubu esta localizado em Anchieta — ES, tem como principal atividade a
pelotizacdo do minério de ferro para producdo de ag¢o. O minério de ferro é extraido
pela unidade industrial localizada em Minas Gerais e € transportado como polpa de
minério de ferro para a usina de pelotizacdo no Espirito Santo através de um
mineroduto. As atividades industriais tanto em Minas Gerais quanto em Espirito Santo

tiveram suas atividades paralisadas devido ao desastre que ocorreu em Mariana - MG
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em 2015. Apesar dos residuos do desastre nao terem alcangado Anchieta - ES, suas
atividades foram interrompidas, por se tratar da mesma empresa, e foram retomadas
no final de 2020.

1.2.2 Lagoas

A Regidao Metropolitana da Grande Vitdria é reconhecida ndo apenas pelas
atividades industriais, mas também pela presenga de varias lagoas que apresentam
importancia econémica. Entre elas, destacam-se as lagoas de Carapebus e Maemba,

principalmente por se encontrarem proximas as atividades industriais (Fig. 1).

A lagoa Carapebus, inserida na Area de Protegdo Ambiental de Praia Mole
(criada em 1994), no municipio de Serra — ES, possui aproximadamente 0,4 km? de
area e é utilizada principalmente para atividades recreativas e pesca. A lagoa é
considerada salobra, pois apesar de ser separada do mar por uma faixa de areia, em
épocas de pluviosidade mais elevada e marés altas, que ocorrem principalmente no
verao, a faixa se rompe permitindo a conexao do mar com a lagoa. O clima da regido
tem como caracteristica muita chuva no verao e seca no inverno. A ocupacao urbana
ao redor da lagoa aumentou consideravelmente com a instalagdo do complexo

industrial, em 1976, o que resultou no aumento da sua exploracao.

Alagoa Maemba (também chamada de Mae-ba ou Maeba), localizada na divisa
de Guarapari e Anchieta (Espirito Santo — Brasil), € a segunda maior lagoa do estado
possuindo aproximadamente 4,9 km? de area e 1,9 m de profundidade. A lagoa tinha
contato com o mar, entretanto, em meados de 1970, foi construida a pista da Rodovia
do Sol, interditando o fluxo livre de agua entre o mar e a lagoa. A lagoa é importante
por ser habitat de varias populagdes de niveis troficos diferentes, além disso, sua
importancia esta atrelada aos servigos ecossistémicos, como o abastecimento
domeéstico, a exploracdo de pogos rasos pelas comunidades ribeirinhas, atuar como
receptora e diluir os efluentes domésticos nao tratados de algumas comunidades
localizadas em seu entorno e como receptora de efluentes industriais, além de outras

atividades, como a pesca e o lazer.
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Alegre distante das industrias metalurgicas e as lagoas Maemba e Carapebus préximas das industrias.
A. Regido correspondente ao Complexo de Tubaréo (1) e Lagoa de Carapebus (2); B- Ponto de coleta
na lagoa de Carapebus (1); C- Regiao correspondente a industria metalurgica (1) e lagoa Maemba (2);
D- Ponto de coleta na lagoa da Maemba (pontos 1 e 2).

1.3 Ecotoxicologia

Como mencionado anteriormente, além das atividades das industrias
metalurgicas, o estado do Espirito Santo também se destaca pela exploragdo das
reservas de granito e marmore através do extrativismo, principalmente nos municipios
de Castelo e Cachoeiro do Itapemirim que se localizam préximos ao municipio de

Alegre, onde se encontra a Universidade Federal do Espirito Santo (UFES).

Sendo a ecotoxicologia o estudo dos efeitos adversos causados pela presenga
de substancias quimicas nos ecossistemas e consequentemente nas populagdes
residentes. O Espirito Santo apresenta um cenario que desperta interesse para o
ambito ecotoxicolégico, visto que existem organismos aquaticos nas lagoas proximas
a essas atividades industriais que podem estar apresentando alteragdes fisiologicas
causadas pela presenca de substancias provenientes dessas atividades ao seu redor.
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A ecotoxicologia possibilita a identificacdo de possiveis substancias quimicas
que representam risco tanto para a biota quanto para o ser humano, possibilitando a
aplicacédo de medidas preventivas a fim de mitigar esses riscos (Magalhaes e Ferrao-
Filho, 2008).

1.4 Biomonitor

Os peixes sdo organismos vulneraveis aos impactos no ambiente aquatico, pois
nao conseguem escapar dos efeitos dos compostos langados (Authman, 2015). O uso
de biomonitores, como os peixes, sdo fundamentais para mensurar a integridade
ecologica frente a perturbagdes do meio. Essas perturbagbes podem resultar em
alteragdes bioquimicas, fisioldgicas, morfolégicas ou comportamentais (Hayat et al.,
2016), que podem ser utilizadas como biomarcadores para compreender os efeitos

das perturbag¢des ambientais nesses organismos aquaticos.

1.5 Biomarcadores

Entende-se por biomarcadores as respostas biolégicas que ocorrem quando ha
variagdo no estado normal de um organismo frente a alteragées no ambiente (Walker,
1998). Sao instrumentos cruciais para monitorar alteracées no ambiente que possam

causar danos a fisiologia dos organismos.

1.5.1 Biomarcadores hematoldgicos

As variaveis sanguineas refletem o estado de saude dos peixes frente as variagdes
ambientais e do meio interno, uma vez que o sangue percorre todo o corpo e as
substancias absorvidas podem ser distribuidas para todos os tecidos e o6rgaos
(Clauset al., 2008, Campbell, 2015). Através de analises do plasma e de células
sanguineas, é possivel obter um panorama geral da higidez de um organismo, da sua
capacidade de transporte de oxigénio (Witeska, 2005), da resposta imunoldgica contra
patégenos e infecgdes (Chen et al., 2002; Zanuzzo et al., 2014) e avaliar o estresse
fisiologico (Odhiambo et al., 2020).
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A oxigenagao do sangue nos peixes esta associada a capacidade de captar
oxigénio dissolvido na agua pelas branquias e transporta-lo pelo sangue para os
demais tecidos do corpo (Houston, 1997). O oxigénio € essencial para os processos
metabdlicos, portanto, a capacidade de oxigenacdo é determinante para a
sobrevivéncia dos peixes. Os eritrocitos (gldbulos vermelhos) sao as células
sanguineas responsaveis pelo transporte de oxigénio, entretanto € a hemoglobina,
proteina presente nos eritrécitos, que possibilita esse transporte, pois € nela que o
oxigénio dissolvido na agua se liga (Houston, 1997). Portanto, alteragbes nos
parametros sanguineos, como variagao na quantidade e volume dos eritrocitos ou na
concentragdo e quantidade de hemoglobina, podem comprometer a capacidade de
oxigenacao do sangue (Ranzani-Paiva et al., 2004, Witeska, 2005). Esses parametros
devem ser avaliados conjuntamente para se obter uma resposta abrangente sobre os
efeitos de contaminantes nos mecanismos responsaveis pelo transporte de oxigénio

Nno sangue.

A competéncia imunoldgica refere-se a capacidade que o sistema imunoldgico
tem de reconhecer e defender o organismo de possiveis agentes patégenos ou de
substancias nocivas. E um importante indicador a ser analisado, pois pode oferecer
informacdes sobre o ambiente em que o peixe se encontra exposto, através da sua
ativagdo ou inibicdo. O sistema imunolégico de peixes € dividido em inato (n&o
especifico) e adquirido (especifico), sendo que geralmente a resposta inata precede
a adquirida, ativando e determinando a natureza da resposta (Fearon, 1997). As
principais células do sistema imune inato sdo os neutréfilos, que atuam principalmente
na fagocitose de bactérias e sdo recrutados para locais de inflamagéao ou infecgéo, os
monadcitos, que sdo capazes de migrar para os tecidos, desempenhando papel
importante na fagocitose de patégenos, os eosindfilos, que desenvolvem papel
importante contra parasitas e respostas a alergia, os basofilos, que desempenham
papel especialmente em quadros alérgicos, e os trombdcitos, que atuam na
coagulagao sanguinea (Padua et al., 2013, Corréa et al. 2017). Por sua vez, a principal
célula do sistema imune adquirido sao os linfécitos, responsaveis pela identificacao e
destruicdo dos patdgenos, na destruicdo dos patdgenos, na produgao de anticorpos e
na memoria imunoldgica. Estas células s&o auxiliadas por varios fatores imunologicos
soluveis, como a enzima lisozima, que € capaz de romper a parede celular das

bactérias, facilitando sua destruicao (Paulsen et al., 2003).
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Os biomarcadores de genotoxidade e mutagenicidade sao utilizados para
verificar os efeitos da presenca de xenobidticos no DNA e nos cromossomos, podendo
gerar alteragdes nucleares dos eritrocitos, como nucleo em formato de ferradura ou
com brotos, e células com micronucleos (Al-Sabti e Metcalfe, 1995; Frenzilli et al.,
2009).

Os biomarcadores de estresse fisiologico sao utilizados para avaliar o estresse
em peixes através da observacado dos niveis de cortisol plasmatico, como resposta
primaria, e de glicose, como resposta secundaria (Barton, 2000). O aumento dos
niveis de cortisol esta associado ao aumento dos niveis de glicose no sangue, o que
pode resultar em hiperglicemia. Esse aumento é uma resposta fisiologica ao estresse,
visto que o organismo busca aumentar a disponibilidade de energia para enfrentar

situagdes desafiadoras, como forrageamento e fuga de predadores (lwama, 1999).

1.5.2 Biomarcadores da regulagao osmo-idnica

Alteragbes na regulacao idnica e balango osmatico estao classificadas como
biomarcadores fisioldgicos, que refletem a perda e absorgéo de ions/agua através das
branquias ou os efeitos na reabsorgcédo e excrecao de ions pelos rins (Stagg et al.,
1992; Schlenk et al., 2008).

Em ambientes aquaticos, os peixes se deparam com gradientes ibnicos e
osmaticos variados, representando desafio para a manutencdo da homeostase
interna. A agua doce possui baixa concentragdo de ions quando comparado ao meio
interno do animal, induzindo nos peixes a perda de ions, através da difusdo, e a
absorcao de agua, por osmose (Dymowska et al., 2012, Hwang et al., 2014, Zimmer
et al., 2022). Os teledsteos de agua doce regulam o meio interno minimizando da
ingestéo de agua (Robertson et al., 2014 ), reduzindo a permeabilidade do tegumento
(Chasiostis et al., 2012) e excretando grandes volumes de urina hipoténica (Hwang et
al., 2007). A combinagao desses ajustes reduz o ganho de agua e a perda difusa de
ions (Chasiostis et al., 2012) e aumenta a capacidade de absor¢géo de ions, como
respostas a perda liquida de ions (Evans et al., 2005).

Os responsaveis por manter a homeostase interna de ions e agua dos
teledsteos sdo os 6rgaos osmorreguladores (Wendelaar Bonga e Lock, 2008; Hwang

et al., 2011). As branquias por exemplo, sdo predominantemente responsaveis pela
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regulacdo osmotica e ibnica, além de desempenharem fungdes nas trocas gasosas,
no equilibrio acido-base e na excregao de residuos de nitrogénio (Poleksic e Mitrovic-
Tutundzic, 1994; Fernandes e Mazon, 2003; Evans et al., 2005; Shrivastava et al.,
2019; Zimmer et al., 2022). Por ser o principal 6rgao em contato com a agua se tornam
suscetiveis a influéncia do pH do meio, da salinidade e da presenca de xenobidticos
(Fanta et al., 2003; Thophon et al., 2003; Atli et al., 2011). Os rins, conjuntamente com
as branquias, desempenham papel fundamental nos mecanismos osmorregulatorios
em peixes de agua doce (Breves et al., 2020). Os rins atuam como principal érgéo
excretor de agua, e é importante para teledsteos de agua doce devido aos
mecanismos eficientes de reabsorcdo ibnica, minimizando a perca de ions na
excregao da agua (Takvam et al., 2021; Pepe et al., 2022). Entretanto, em peixes de
aguas salobras, os rins atuam principalmente na reabsor¢ado de agua e secregao de
ions divalentes, produzindo urina mais concentrada e, consequentemente,

minimizando a excregao de agua (Takvam et al., 2021).

As células especializadas pelas trocas ibnicas sdo chamadas de iondcitos e
estdo presentes nos 6rgaos osmorreguladores. Essas células, também chamadas de
células cloreto ou células ricas em mitocéndrias, desempenham um papel central no
transporte de ions, utilizando enzimas do grupo ATPase, como a Na*/K*-ATPase e H*-
ATPase, que por meio da hidrdlise do ATP, liberam energia na forma de fosfato (Pi) e
adenosina difosfato (ADP), a energia liberada por esse processo permite o transporte
de ions contra o gradiente de concentragao (Kultz e Somero, 1995; Fernandes et al.,
2007). Além das ATPases, os iondcitos sao ricos em atividade de anidrase carbdnica,
canais de Na+ e trocadores como CI- /HCO?®* e Na* /H* ou NH** (Evans et al., 2011,
Hiroi e McCormick, 2012, Dymowska et al., 2012, Hwang et al., 2014, Evans et al.,
2005). Esses componentes desempenham um papel fundamental na captagao de ions
como Na*, CI, Ca?*e H bem como na captagéo e secre¢do de HCO3 e na secrecao
de NHs em peixes de agua doce (Evans et al., 1999; Fernandes et al., 2007).
Caracteristicas como a especificidade, localizagao (apical ou basolateral) e expressao
relativa dessas enzimas nos iondcitos estdo relacionadas diretamente a captagao ou
excrecado de ions (Nebel et al., 2006), sendo fatores essenciais para a regulagéo

osmotica e ibnica dos organismos aquaticos.

A Na*/K*-ATPase, presente na membrana basolateral dos iondcitos, atuam no

transporte de ions Na* para fora da célula e dos ions K* para dentro da célula,
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contribuindo para manter o potencial de membrana e regulagédo do volume celular
(Bianchini et al., 1999; Sancho et al., 2003). A H-ATPase atua na regulacédo do pH
intracelular, bombeando protons (ions de H*) para fora da célula.

Para identificar possiveis disturbios fisiolégicos ou morfolégicos, causados por
variagdes no meio aquatico e pela presenca de contaminantes, que podem afetar a
regulagdo osmatica e ibnica dos peixes, sdo necessario biomarcadores que indiquem
alteracbes provenientes dessas alteracbes no meio aquatico, como alteragdes no
nuamero e na area apical dos iondcitos, assim como sua localizagdo nos 6rgaos
osmorreguladores, ou até observar mudangas nas atividades enzimaticas

mencionadas anteriormente.

1.6 Influéncia dos parametros fisico-quimicos da agua

Os parametros fisico-quimicos da agua, tais como condutividade, oxigénio
dissolvido, temperatura, pH e salinidade, sdo importantes em estudos do ecossistema
aquatico devido a sua influéncia e interagcdo com os contaminantes presentes (Liu et
al., 2019). Esses parametros podem afetar a solubilidade, a mobilidade, a adsorgéo e
a toxicidade dos contaminantes (Zhao et al., 2013; Chou et al.,, 2018), além de

influenciar nos mecanismos fisiolégicos dos organismos.

Por exemplo, a disponibilidade de oxigénio dissolvido é vital para a
sobrevivéncia dos peixes, uma vez que o processo de respiracao celular depende da
captacao de O2 dissolvido, que por sua vez € essencial para desencadear as reagoes
bioquimicas, envolvidas na produgao de energia na forma de ATP, para possibilitar as
atividades metabdlicas do peixe. No caso da variagao de temperatura a influéncia
ocorre principalmente no aumento ou diminuicdo da taxa metabdlica, afetando os
processos fisiolégicos do peixe (Mauvault et al., 2017). Variagbes no pH ou na
salinidade podem afetar o equilibrio osmdético e ibnico dos peixes, afetando sua

capacidade de regular os fluidos corporais (Laurent et al., 2000, Lisboa et al., 2015).

Dessa forma, a analise dos parametros fisico-quimicos da agua e sua relagao
com os contaminantes sdo essenciais para compreender o cenario e as possiveis
influéncias que os peixes estdao enfrentando e como isso pode estar afetando sua

higidez.
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1.7 Influéncia dos metais e nanoparticulas metalicas

A avaliacdo da bioacumulacdo de metais e nanoparticulas metalicas em
organismos aquaticos permite a identificagdo de espécies com maior sensibilidade a
eles, assim como permite entender os possiveis disturbios estruturais e funcionais
provenientes da bioacumulagao (Wood et al., 2012a, Wood et al., 2012b). As enzimas
responsaveis pelo equilibrio idbnico podem ter sua funcéo alterada devido a presenca
de poluentes ambientais, incluindo os ions metalicos (Canli e Stagg, 1996, Jang et al.,
2014, Zhang et al., 2015, Mansouri et al., 2016, Canli e Canli, 2019), e as
nanoparticulas metalicas ao se acumularem nos tecidos podem influenciar em
diferentes sistemas metabdlicos (Osborne et al., 2015, Adam et al., 2015, Hoseini et
al., 2016, Canli e Canli, 2020).

O nivel de comprometimento da atividade dessas enzimas depende do tipo de
metal e de sua concentragdo, das caracteristicas fisiolégicas do peixe, que podem
variar de espécie para espécie, sendo algumas mais sensiveis que outras, e dos
parametros fisico-quimicos da agua que podem influenciar na especiacéo dos metais

e nanoparticulas metalicas (Heath, 1995).

1.8 Tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus):

Os peixes do género Oreochromis (Tilapia) sdo considerados como modelos
para estudos ambientais pois podem ser contaminados via agua durante o processo
respiratorio e via sedimento, uma vez que forrageiam o fundo dos corpos hidricos por
comida. Sao relevantes por sua resisténcia as alteracbes ambientais e a exposicao a
poluentes 0 que implica em alta capacidade para efetuar ajustes dos processos
organicos frente aos desafios ambientais. Dessa maneira, seria necessario condi¢gdes
extremas para que atingissem os niveis letais de exposi¢cdo a esse género de peixe
(Cioni et al., 1991; Kamal e Mair, 2005). Segundo Popma e Masser (1999), o género
apresenta uma morfologia lateralmente comprimida, com uma longa nadadeira dorsal

que possui espinhos na parte anterior, além das nadadeiras pélvica e anal.

A tilapia-do-nilo, Oreochromis niloticus, € uma espécie dulcicola, possui dieta
diversificada, incluindo ingestdo de plantas, de detritos (matéria organica em
decomposicédo) e de organismos planctdnicos, entretanto ha relatos de que essa

espécie pode consumir ovos, larvas de outros peixes e peixes menores (Canonico et
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al., 2005). A espécie é originaria da Africa e do sudoeste do Oriente, entretanto, devido
suas caracteristicas, como tolerancia as alteragées ambientais (Fernandes e Rantin,
19864, b,1987, 1989, 1994; Soares et al., 2022; De Angelis et al., 2023; Fortes et al.,
2023) e ciclo reprodutivo curto, a espécie se dispersou mundialmente, sendo
introduzida no Brasil em 1970 (Pinheiro et al., 2006). No Brasil, se tornou a espécie
mais cultivada devido ao custo/beneficio para a aquicultura (Silva et al., 2015), e sédo
importante fonte de renda para pescadores artesanais e fonte de proteina para os
humanos (Seriani et al., 2012).

Classificagao sistematica da tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus), segundo
Trewavas (1983):

' a.‘r_',:fﬂr ~

F|gura 2: Oreochromis niloticus, Tilapia-do-nilo. (Foto: Museu NaC|onaI)

Classe: Actinopterygii
Ordem: Perciformes
Familia: Cichlidae
Sub-Familia: Pseudocrenilabrinae

Género: Oreochromis
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Espécie: Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758)

1.9 Objetivo
O presente trabalho teve como objetivo avaliar a saude dos peixes, utilizando

de biomarcadores sanguineos, imunohistoquimicos, morfolégicos e bioquimicos, e
investigar se os peixes coletados nas lagoas proximas as atividades metalurgicas tém
a higidez mais comprometida devido as influéncias antrdpicas ao seu redor em

comparagao com os peixes de regido com auséncia dessas industrias (Alegre).

1.9.1 Objetivos especificos

e Avaliar os parametros fisico-quimicos das lagoas (Maemba e
Carapebus) e Alegre;

e Avaliar a concentracdo de metais na agua e sedimento das lagoas
(Maemba e Carapebus) e Alegre;

e Determinar a concentragdo de metais no sangue (eritrécitos e plasma),
nas branquias e rins de O. niloticus coletados;

¢ Avaliar biomarcadores hematoldgicos, imunolégicos e nivel de estresse
fisiolégico de O. niloticus;

e Avaliar biomarcadores da regulagao idnica das branquias e rins de O.

niloticus.
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Resumo

A atividade antropogénica combinada com atividades industriais vem influenciando os
ecossistemas aquaticos. O Brasil se destaca por ser um dos maiores produtores e
exportadores de minério de ferro e ligas metalicas, possuindo um dos maiores
complexos metalurgicos no estado do Espirito Santo, o Complexo de Tubarao e Ubu.
Este estudo teve como objetivo avaliar o sangue de Oreochromis niloticus coletados
em lagoas costeiras influenciadas por atividades metalurgicas (Maemba e Carapebus)
e em um sistema de aquicultura (Alegre) localizado no Instituto Federal do Espirito
Santo, distante de industrias metallrgicas. Agua e sedimento das lagoas foram
analisados quanto a presenga e concentracdo de metais, e multibiomarcadores
(hematolégicos, imunolégico e fisioldgico, genotoxicidade e mutagenicidade) foram
analisados no sangue (plasma e células) para avaliar a higidez do animal. Os
parametros fisico-quimicos da agua influenciam o ecossistema dessas lagoas e
influenciam a disponibilidade de metais. A analise dos componentes principais
separou Alegre das demais lagoas, influenciadas por residuos de industrias
metalurgicas, o que se refletiu nos biomarcadores. Apesar da agua e sedimento de
Alegre apresentarem as maiores concentragbes de metais, as concentragbes de
metais no sangue dos peixes de Alegre foram menores comparados com o dos peixes
coletados em Maemba e Carapebus. Os peixes da lagoa Maemba M1 apresentaram
guadro de anemia e os peixes da lagoa Carapebus apresentaram maior percentual de
micronucleos, sugerindo a presencga de agentes genotoxicos na agua ou sedimento.
Comparando as lagoas, foi possivel observar alteragdes mais acentuada nos peixes
coletados em lagoas proximas as atividades metalurgicas. O presente estudo confirma
a hipétese de que os peixes localizados em lagoas préximas a centros urbanos e
industrias metalurgicas sao influenciados por seus efluentes e contaminantes do seu
entorno. O uso de multiplos biomarcadores se fez essencial para avaliar a saude dos
peixes e compreender as diferentes influéncias que possam estar comprometendo a

qualidade desses corpos hidricos.

Palavras-chave: Metalurgia. Metais/Metaloides. Hematologia. Genotoxicidade.

Imunologia inata. Estresse fisioldgico.
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1. Introdugao

O aumento dos efluentes domésticos, da emissdo de gases de efeito estufa e de
outros poluentes se deve a urbanizagdo, ao aumento do trafego de veiculos e as
atividades industriais cujos residuos afetam o meio ambiente e os recursos hidricos,
contaminando-os (Souza et al., 2013; Baptista Ventura, et al., 2020). Além disso, as
industrias metalurgicas liberam na atmosfera aerossois contendo gases, compostos
organicos e inorganicos e nanoparticulas metalicas que contribuem para contaminar
0 ambiente aquatico por deposig¢ao de particulas > 10 ym (Silva e Vieira, 2018).

Metais e metaloides estdo presentes no meio ambiente devido a processos
biogeoquimicos, erosao do solo, alteragcbes geoldgicas e ressuspensdo de
sedimentos (Gautam et al., 2016; Masindi e Muedi, 2018); entretanto, com o aumento
da populacdo e das atividades industriais, metais estdo aumentando no meio
ambiente (Fontenele et al., 2009). Da mesma forma, as lagoas costeiras séo
influenciadas por processos naturais e atividades antrépicas, sendo necessario o
biomonitoramento ambiental. O estado do Espirito Santo (Brasil) apresenta um
cenario complexo de poluicédo, principalmente na Regido Metropolitana da Grande
Vitéria, onde existem diferentes fontes de emissao de poluentes, incluindo esgoto
doméstico, trafego de veiculos, metalurgia e pelotizagao e exportagdo de minério de
ferro (Santos et al., 2017; Santos et al., 2022). Duas lagoas, Carapebus e Maemba,
nesta regido sao impactadas por atividades humanas em seu entorno, inclusive por
material particulado atmosférico sedimentavel (MPASe) devido a sua deposi¢ao
continua no solo e na superficie da agua (Souza et al., 2018). Este cenario corrobora
a hipotese de contaminagdo de tais lagoas, principalmente por metais e metaloides
devido ao complexo industrial metalurgico proximo, uma vez que os efluentes e o
MPASe se dissociam no meio aquatico em metais livres € nanoparticulas metalicas e
podem estar biodisponiveis para a biota (Souza et al., 2021).

Os metais/metaloides possuem propriedades diferentes e, consequentemente,
efeitos diferentes no organismo; alguns metais s&o essenciais para o funcionamento
do organismo como Fe, Mn, Cu e Zn, mas podem apresentar efeitos toxicos em altas
concentracdes; outros sao toxicos mesmo em concentracbes muito baixas como Al,
Cd, Pb e Hg, perturbando o metabolismo e a fisiologia do organismo (Chen et al.,
2021; Garai et al., 2021; Ajala et al., 2022).
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Os peixes respondem a contaminagdo ambiental e sdo amplamente utilizados
como bioindicadores para monitorizacao de ecossistemas aquaticos, o que permite
avaliar o estado de saude do ambiente (Chovanec et al., 2003; Plessl et al., 2017;
Vieira et al. 2022). Biomarcadores hematologicos, imunologicos e fisiologicos
apresentam alteracdes em resposta as mudangas no meio externo e interno e sao
essenciais para avaliar o estado de saude e a homeostase dos peixes (Saravanan et
al., 2011; Tavares-Dias et al, 2013; Seibel et al., 2021; Witeska et al., 2022; Soares et
al., 2022). Os biomarcadores hematologicos permitem avaliar a capacidade de
transporte de oxigénio do sangue; os imunoldgicos refletem a capacidade de defesa
do organismo contra patdgenos e infecgbes (Takahashi-Biller et al., 2013; Zanuzzo et
al., 2014) e os fisiologicos como o cortisol e a glicose permitem avaliar o nivel de
estresse para enfrentar os desafios ambientais.

A tilapia-do-nilo, Oreochromis niloticus tem distribuicdo mundial, € abundante nos
reservatorios e lagoas brasileiras. Devido a sua biologia e fisiologia bem estabelecidas
(Solis et al., 2007), a espécie tem sido considerada como um modelo para estudos em
toxicologia (Abdel-Tawwab e outros, 2012, 2015).

Considerando a proximidade das lagoas Carapebus e Maemba as industrias
metalurgicas, essas lagoas podem estar contaminadas por metais e metaloides. A
presengca de contaminantes na agua e nos sedimentos pode resultar na
bioacumulagao em tecidos da tilapia-do-nilo (O. niloticus) que habitam essas lagoas e
causar alteragcbes nos paréametros hematologicos, imunoldgicos e fisiologicos
impactando a saude dos peixes.

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi investigar a presenca de metais e
metaloides na agua e sedimento das lagoas Carapebus e Maemba e em Alegre,
avaliar se ocorre bioacumulagdo desses elementos no sangue (eritrocitos e plasma)
de O. niloticus e os efeitos desses contaminantes utilizando biomarcadores

sanguineos.

2. Materiais e metddos

2.1. Area de estudo

A area de estudo foram duas lagoas costeiras urbanas, localizadas proximas

as areas industriais metalurgicas: Carapebus e Maemba; a area de referéncia foi um
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centro de aquicultura onde é cultivado O. niloticus, localizado no Instituto Federal do
Espirito Santo (IFES), campus Alegre, Alegre, ES. Alegre esta localizada a
aproximadamente 146 km das industrias metalurgicas proximas a lagoa Carapebus e
98 km da lagoa Maemba e, aproximadamente 1 km de locais de extragdo e
beneficiamento de granito e marmore.

A Lagoa Carapebus (20°13'41” S e 40°12'46” W) € pequena, possui area de 0,4
km2 e 1,7 m de profundidade e esta localizada na Area de Protecdo Ambiental
Estadual de Praia Mole. E uma lagoa salobra porque na época das chuvas ou maré
alta ha contato com a agua do mar. O local esta contaminado com esgoto doméstico
e com MPASe liberado pelas industrias metalurgicas e de pelotizagdo e exportagcéo
de minério de ferro no Complexo de Tubarédo localizado a cerca de 8 km de distancia.
A lagoa é utilizada também para atividades de pesca e lazer (Silva, 2018).

A Lagoa Maemba esta localizada na divisa dos municipios de Guarapari e
Anchieta, no litoral sul do estado do Espirito Santo, a 65 km do Complexo de Tubarao.
E a maior lagoa do Espirito Santo, com &rea de 4,9 km? e profundidade média de 1,9
m. A lagoa estava ligada ao mar, mas a partir de 1970, foi separada devido a
construgdo de uma estrada. A agua dessa lagoa é utilizada como fonte de
abastecimento para as comunidades locais, recebe efluentes domésticos e efluentes
industriais tratados de uma industria de pelotizacdo de minério de ferro localizada a 1
km de distancia. A atividade industrial parou em 2015, mas voltou a funcionar em
dezembro de 2020. A industria metalurgica possui um reservatério de residuos
denominado Barragem Norte que recebe as aguas residuais de todos os processos
internos da industria, inclusive as aguas residuais do mineroduto (transporta minério
de ferro de Minas Gerais para o Espirito Santo). Apos atingir nivel maximo de
capacidade da barragem, a agua tratada é langada periodicamente na lagoa.

Agua, sedimentos e peixes (O. niloticus) foram coletados, em margo de 2022, em
Carapebus (20°13'41” S 40°12'46” W), em 2 pontos em Maemba (M1 e M2),
considerando a descarga de efluentes da barragem Norte: M1 (20°46'07" S 40°34'39"
W) a 1,1 km? da Barragem Norte e M2 (20°45'26” S 40°34'19” W) a 2 km de distancia
de M1 e, no centro de aquicultura de Alegre (20°45' 33" S 41°27'13" W).

2.2. Matrizes abidticas - Amostragem de agua e sedimento
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Os parametros fisico-quimicos da agua: condutividade (mS cm -'), temperatura
(°C), O 2dissolvido (mg L '), pH e salinidade (%0) de cada lagoa e de Alegre foram
medidos em campo usando multiparAmetro (Horiba. Kioto, Japao). Agua e sedimentos
foram amostrados simultaneamente em recipientes limpos; a agua foi coletada a 20
cm abaixo da superficie da agua e o sedimento foi amostrado manualmente, sem
auxilio de draga, pois o nivel da agua permitia o alcance do sedimento. Toda a

amostragem foi feita em triplicata.

2.3. Matriz Biotica — Amostragem de peixes e sangue

Tilapia-do-nilo, Oreochromis niloticus (n = 12 em cada local, Massa corporal = 124
+ 34,6 g e comprimento total = 18 £ 1,7 cm) foram coletadas em cada lagoa,
Carapebus e Maemba, e em Alegre. A coleta dos peixes foi autorizada pelo Instituto
Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade (SISBIO n° 77932-5) e foi aprovada
pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Sao
Carlos (CEUA n° 8972160123), pois seguiu os principios éticos para uso de animal.

Os peixes foram anestesiados por imersdo em solugédo de benzocaina (0,1 g L")
e 0 sangue coletado por pungao da veia caudal (agulha 0,80 x 25 mm) em seringa
heparinizada para analises hematoldgicas, genotoxicas, mutagénicas e imunoldgicas
e seringa n&o heparinizada para analise de lisozima. Esfregagos de sangue e todas
as analises hematolégicas foram feitas imediatamente apds a coleta de sangue.
Posteriormente, o sangue foi centrifugado e o plasma foi utilizado para medir proteina
total, cortisol e glicose, e células sanguineas, e plasma foram separadas para analises
de elementos metalicos. Para analise da lisozima foi utilizado o soro sanguineo. Soro,
plasma e células sanguineas foram mantidos em N2 liquido e depois em freezer a -80
°C até a analise.

O fator de condicéo relativo (Kn) dos peixes coletados foi calculado de acordo com
Le Cren (1951) como Kn = Ms Me -', onde Mg era a massa corporal Umida e M. foi a
massa corporal umida esperada com base na relacdo alométrica entre Ms e
comprimento total (Lt) de todos os peixes coletados em todas as lagoas e Alegre

expressa como M g = alLtP.

2.4. |dentificagdo e quantificacdo de metais em matrizes abidticas e bibticas
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Para identificacdo e quantificagcdo de metais e metaloides, a agua foi acidificada
com HNOs3 2%, amostras de sedimento, eritrécitos e plasma foram liofilizadas e 0,01
a 0,1 g de cada amostra foram digeridos em 3 mL de HNOs destilado, 750 pL de HCI
destilado e 250 L de H202 por 24 horas a 100 °C; em seguida, o material digerido foi
fitrado em membrana de nitrocelulose de 0,45 um. Os brancos foram feitos utilizando
apenas os acidos, sem a amostra bioldgica, seguindo o0 mesmo protocolo. Todas as
amostras digeridas foram mantidas a 4°C até analise.

Foram analisados vinte e sete elementos metalicos (Al, Ti, V, Cr, Mn, Fe, Ni, Cu,
Zn, As, Se, Rb, Sr, Y, Zr, Nb, Mo, Ag, Cd, Sn, Ba, La, Ce, W, Hg, Pb e Bi) na agua, no
sedimento e no sangue (eritrécitos e plasma), em ftriplicata, utilizando um
espectrometro de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS, Agilent
7500cx, EUA), equipado com amostrador automatico ASX-100 (CETAC Technologies,
Omaha, NE). A repetibilidade da medigao foi de 97%. O controle de qualidade (CQ) e
a garantia de qualidade (GQ) foram efetuados usando materiais certificados (CRM)
para agua (NIST 1640 e 1643) e Spike (certificado de referéncia Certipur ®) com
recuperacao de 97,50% + 8,98%.

2.5. Variaveis hematoldgicas e imunologicas

O hematocrito (Hct) foi medido apds centrifugagdo em microhematocrito (Fanem
211, Sao Paulo, Brasil) 12.000 rpm por 5 min em tubos de microhematdcrito
heparinizados. A concentragdo de hemoglobina (Hb) foi determinada pelo método da
cianometemoglobina utilizando kit comercial (Labtest Diagnostica, Belo Horizonte,
MG, Brazil) e lida em 540 nm. Para a contagem de hemacias (hemacias), o sangue
foi diluido em solug¢ao formal de citrato (1:200; v:v; 40% de formol), as contagens foram
feitas em duplicata, em camara de Neubauer. Os indices hematoldgicos: volume
corpuscular médio (VCM), Hb corpuscular média (HCM) e concentragdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM) foram calculados de acordo com Wintrobe
(1934). Esfregacos de sangue foram corados com May-Grunwald-Giemsa-Wright
segundo Tavares-Dias (2013) e analisados em microscépio de luz (Olympus BX51,
Denmark)) com objetiva de imersdo em odleo (100x) e foi efetuada a estimativa total
de leucécitos e trombdcitos, percentagens diferenciais de leucocitos e alteragdes
nucleares eritrocitarias (ENAS) e micronucleos (Shahjahan et al., 2020; Amorim et al.,
2023).
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A atividade respiratoria de leucotcitos foi determinada por meio de teste
colorimétrico segundo Biller-Takahashi (2013), no qual ha redugédo do corante azul
tetrazolio (NBT). A absorbancia, a 540 nm, foi medida em leitor de microplacas
(SpectraMax ® M5, Molecular Devices, EUA). A concentracdo de lisozima foi
determinada por ensaio turbidimétrico sérico de acordo com Zanuzzo et al. (2014). A
concentragdo total de proteinas plasmaticas (PTP) foi quantificada usando um

refratdbmetro.

2.6. Estresse fisiologico

O cortisol plasmatico foi determinado por ensaio imunoenzimatico utilizando kit
comercial (Cortisol ELISA-EIA—- 1887; DRG International, Inc., EUA) e a concentragéo

de glicose foi determinada utilizando kit comercial (Labtest cod 84, Sao Paulo, Brasil).

2.8. Analise estatistica

A normalidade e a homogeneidade dos dados foram testadas usando as analises
de Shapiro Wilk e Levene, respectivamente. As diferencas entre as lagoas e Alegre
foram determinadas aplicando ANOVA one-way ou teste de Kruskal- Wallis seguido
do teste post hoc de Tuckey ou Dunn, respectivamente, utilizando o software
SigmaPlot (V 12.5). O efeito local (Alegre e lagoas) sobre os biomarcadores foi
determinado pela aplicagdo da Analise de Variancia Permutacional (PERMANOVA). A
Analise de Componentes Principais (PCA) foi feita para explorar as relagdes entre as
variaveis. PCA e PERMANOVA foram realizados usando RStudio (V 4.3.1). As
correlagdes de Sperman foram feitas utilizando o software Jamovi (V 2.4.11) para
avaliar as correlagbes entre matrizes (elementos quimicos) e biomarcadores e as
correlagdes foram consideradas acima de rs > 0,7 e rs < -0,7. A analise discriminante
linear (LDA) foi utilizada para verificar quais variaveis independentes melhor
diferenciaram os locais de coleta. A analise de procrustes generalizada (GPA) foi
empregada para comparar as variaveis, gerando uma configuragao de consenso, que
possibilitou avaliar a correspondéncia entre a concentracdo de metais e metaldides
nas amostras de agua, sedimento, eritrécito e plasma e todos os biomarcadores. A
LDA e a GPA foram realizadas utilizando o software Statistica 7.1 (StatSoft Inc.). Todas

as analises foram realizadas considerando limites de confianga de 95% (p<0,05).
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3. Resultados

3.1. Variaveis fisico-quimicas e concentragdo de metais em agua e sedimentos

As variaveis fisico-quimicas da agua sdo mostradas na Tabela 1. A condutividade,
salinidade, pH e Oz dissolvido foram menores em Alegre. O pH foi mais alto na agua
em Maemba e, Carapebus apresentou maior salinidade e, consequentemente, maior
condutividade.

Tabela 1. Parametros fisicos e quimicos da agua (valores médios, minimos e
maximos) nas lagoas Alegre, Maemba (pontos 1 e 2) e Carapebus. Letras diferentes

indicam diferenca significativa entre as lagoas (p<0,05).

Parametros Alegre Maemba 1 Maemba 2 Carapebus
N 0,122 0,63 0,631 412
1 ) , ) )
Condutividade (mS.cm™) 4 46" g 17ya (0,63 — 0,64) (0,62 — 0,64) (3,65 - 4,21)
Temperatura (C) 28,4 29,29 30,79 28,71
P (27,86 28,94  (28,25-30,337  (30,33-3126)7 (28,09 — 28,95
Oxigénio dissolvido 5,03 8,39 8,67 9,15
(mg.L") (4,91 - 5,20)2 (7,75-9,03)° (8,32 - 9,03)° (8,73-9,73)
’ 6,96 9,14 9,37 8,36
P (6,67 — 7,25)2 (8,96 — 9,322 (9,32 - 9,43)p (8,28 — 8,37)2
» 0,0 0,03 0,03 0,22
0 y , , y
Salinidade (%) (0,0 - 0,0)2 (0,03 — 0,03) (0,03 — 0,03) (0,19 - 0,22)0

Metais e metaloides em aguas e sedimentos das lagoas e de Alegre sao
mostrados nas Tabelas 2 e 3; Fe e Al foram os elementos com maiores concentragdes
tanto na agua quanto no sedimento. Alegre apresentou as maiores concentragdes de
Fe, Al, Ba, Tie Ce na agua e de Ti, Mn, Ba, Ce, La e Rb no sedimento. A concentragao
de Rb and Sr nas aguas de Carapebus foi maior que nos demais locais; isso foi
seguido por concentragdes de Fe, Al e Mn; no sedimento, Cr, As and Sr foram mais
altas que nas demais locais. Em Maemba M1, as concentragdes de Mo, Rb, Cu e As
na agua foram mais altas e no ponto 2, foram maiores as concentragcées de Mo, Rb e
As; no sedimento, as concentracdes de metais e metaloides foram mais baixas que

nos demais pontos, com excecao de Mo que foi mais alta no ponto 2.
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Tabela 2. Concentragdo de metais e metaloides (mediana e valores do 1° e 3° quartil) na agua (ug L) em Alegre (A) e nas lagoas

Maemba ponto 1 (M1) e ponto 2 (M2) e Carapebus (C). LOD: limite de detecgao; LOQ: limite de quantificagdo. Letras diferentes

indicam diferencas significativas (p<0,05).

Agua

A M1 M2 C LOD LOQ

Al 56,7 (37,1-108,1)° 57,9 (55,2-63,1)® 41,4 (34,4 -62,1) 68,1 (66,3 - 72,4)° 0,21 0,53

Ti 21(2,8-8,3)3 2,5(2,1-2,5)p <LOQ 2,2 (1,8-3,9)P 0,06 0,14

v 1.08 (0.9—1.2)° 2.09 (2.06—2.2)" 23(1.9-2.5)" 1.9 (1.4—-23)" 0,01 0,02

cr 1,9 (1,7 - 2,9)° 21(1,8-24) 1,5 (1,4 - 3,4)° 2,0(1,8-28) 0,01 0,03

Mn 44.8 (5,8 - 68,8)? 11,6 (10,7 - 12,5)2 2,9 (2,0 - 3,0)° 43,5 (17 - 44,8) 2 0,04 0,07
Fese 51,5 (64,2 - 787)° 124 (116 - 131)? 58,8 (41,6 - 93,1)° 247 (126 - 269)? 1,01 2,15
Ni 22(1,0-3,1) 0,9 (0,6 - 1,2)° 0,9 (0,8 - 1,2)° 1,4 (1,4 -1,9) 0,01 0,03

Cu 3,8 (1,9 - 3,8) 6,2 (3,5-9,0)b 3,1 (2,5 - 12,8)® 2.3 (1,9 - 4,2) 0,07 0,17
Zn 1,5 (1,4 - 1,6)° 1,6 (1,4 - 1,8) 1,4 (1,2-1,5) 1,2(1,2-1,3) 0,79 1,61
As <LOD 2,2 (2,1-2,2) 2,1(1,9-2,2)° <LOQ 0,10 0,22
Se <LOD <LOQ <LOQ <LOQ 0,35 0,82
Rb 3,7 (3,5- 3,8)° 13,6 (13,3 - 13,9)° 1,2 (9,7 - 11,6) 11,8 (9,7 - 12,4)0 0,03 0,06
Sr 38,2 (38,1 -40,6)2 58,7 (57,7 - 56,6)° 52,8 (46,8 - 56,6)° 523 (492 - 538)° 0,01 0,03

Y 0,2 (0,1 -0,2)? <LOQ <LOQ 0,1(0,1-0,1)2 0,01 0,01

Zr <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 0,03 0,06

Nb <LOQ <LOD <LOD <LOD 0,00 0,01
Mo <LOD 19,3 (19,2 - 19,3)° 17,7 (15,5 - 18,8)° <LOQ 0,06 0,13
Ag <LOD <LOQ <LOD <LOD 0,03 0,08
Cd <LOD <LOQ <LOQ <LOD 0,01 0,03
Sn <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 0,01 0,02
Ba 51,3 (46,3 - 55,6)° 17,9 (16,8 - 18,8)° 13,9 (12,7 - 18,7)P 9,6 (9,4 - 14,1)° 0,02 0,04
La 14 (0,8-1,6) 0,4 (0,3 - 0,6)° 0,8 (0,4 - 1,4)2 11(0,7-1.2) 0,00 0,01

Ce 4.4 (3,0 - 6,5) 04 (0,2-0,7)° 1,2 (0,3 - 3,9 25 (1,2 - 3,1) 0,00 0,01
w <LOD <LOQ <LOQ <LOD 0,01 0,03

Hg <LOD <LOD <LOD <LOD 0,05 0,09
Pb <LOQ 21(1,6-26) <L0Q 1,9 (1,7 -2,1) 0,07 0,14
Bi <LOD <LOD <LOD <LOD 0,08 0,21
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Tabela 3. Concentragdo de metais e metaloides (mediana e valores do 1° e 3° quartil) no sedimento (ug g') em Alegre (A) e nas

lagoas Maemba ponto 1 (M1) e ponto 2 (M2) e Carapebus (C). LOD: limite de deteccao; LOQ: limite de quantificacdo. Letras

diferentes indicam diferengas significativas (p<0,05).

Sedimento

A M1 M2 C LOD LOQ

Al 7348 (6070 - 12415)2 265 (176 - 467)° 742 (423 - 1058)° 9439 (3300 - 10576)2 0,61 1,70

Ti 26,0 (23,6 —33,1)2 11,2 (7,4 - 14,9)° 11,4 (8,0 - 62,2)t° 61,9 (53,2 - 138)° 0,83 2,34

\'} 33,9 (33,3-44,1)2 1,0 (0,9 - 1,6)° 2,6 (1,9-2,7)° 47,9 (25,3 - 58,8)2 0,01 0,02

Cr 9,3 (8,1-15,0)? <LOQ <LOQ 23,2 (10,6 - 24,7)° 0,01 0,03

Mn 186 (174 - 213)2 <LOQ 3,1(3,0-6,1) 29,3 (19,4 - 127,2)° 0,01 0,02
Fe5¢ 1285,1 (859,9 — 1422,1)2 2930 (1482 - 3247)° 2965 (1645 - 3687)° 11371 (10088 - 13899)2 1,37 3,12
Ni 1,5+0,52 <LOQ <LOQ 1,9+0,92 0,02 0,05

Cu 3,5 (0,7 - 27,2)2 <LOQ <LOQ 8,6 (3,2-10,9)? 0,08 0,23
Zn <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 0,14 0,38
As <LOQ <LOQ <LOQ 10,1 (3,6 - 17,1) 0,19 0,33
Se <LOQ <LOQ <LOD <LOQ 0,49 1,17
Rb 3,2 (3,1-3,3)? <LOQ <LOQ 2,1 (1,0 -2,3)° 0,03 0,07
Sr 6,6 (6,4 - 9,5)° <LOQ 0,9 (0,8 - 2,6)° 113 (42,5 - 609)° 0,05 0,08

Y 454,1-11,1)2 <LOD <LOD 7,3 (6,6 - 7,8)° 0,47 1,35

Zr <LOQ <LOD <LOQ <LOQ 0,05 0,13

Nb 0,3+£0,02 <LOD <LOQ 0,3+0,02 0,02 0,04
Mo <LOD <LOQ 1,5(1,4-1,5) <LOQ 0,14 0,34
Ag 6,1(0,2-9,7)2 4,3 (3,8-12,2) 1,5(0,4 -2,4)° 3,1(2,3-5,7)® 0,04 0,07
Cd <LOQ <LOD <LOQ <LOQ 0,03 0,04
Sn <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 0,15 0,41
Ba 91,1 (85,1 - 102)? 1,3 (1,1-1,6)° 0,5(0,4 -1,9)° 9,2 (2,9-13,0)0 0,07 0,15
La 26,9 (25,8 - 39,2)2 2,0 (1,3-2,7) 4,8 (1,7 - 6,8)° 12,9 (10,2 - 17,6)° 0,09 0,21

Ce 89,0 (80,3 - 121)? 4,4 (2,8-6,0P 9,5 (3,3 - 14,0)° 34,1 (28,5 - 48,3)? 0,24 0,63
w <LOD <LOQ <LOQ <LOQ 0,01 0,04

Hg <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 0,02 0,05
Pb 9,3 (8,7 - 12,0)2 3,0 (2,9-3,6) 0,2 (0,1-0,4)° 7,0 (5,2 - 15,2)2 0,02 0,05
Bi <LOD <LOD <LOD <LOD 0,15 0,37
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3.2. Fator de condig&o dos peixes (Kn) e metais e metaloides no sangue

A relagdo entre massa corporal e comprimento total de O. niloticus de todos os
locais foi descrita como Mg = 0,23 Lt 21798, r2 = 0,757 (Fig- 1A). A Figura 1B mostra os
valores individuais de Kn de cada lagoa e Alegre. As médias de Kn foram Alegre: Kn
= 1,053 (0,913 — 1,190), Maemba -M1: Kn = 0,907 (0,795 — 0,936), M2: Kn =
0,985 (0,907 — 1,084) e Carapebus: Kn = 1,050 (0,908 — 1,125). O Kn dos peixes de
Alegre foi significativamente maior que os de Maemba-M1 e nédo diferiu dos de

Carapebus.
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Figura 1. Relag&o entre o comprimento total e a massa corpérea de O. niloticus (A) e o fator de condigéao
relativo (Kn) em relagdo ao comprimento total (B) de O. niloticus (n=12 cada local) coletados em
diferentes lagos: Alegre (A), Carapebus (C), Maemba ponto 1 (M1) e Maemba ponto 2 (M2).

Embora a concentragdo de metais/metaldides na agua e no sedimento tenha sido
maior em Alegre (Tabelas 2 e 3), a concentragao deles nos eritrécitos e no plasma foi
menor que nos peixes de Maemba e Carapebus (Tabelas 4 e 5). As concentragdes de
Ti, Cu, Zn, As, Rb, Y, La, Ce nao diferiram nos eritrocitos dos peixes das lagoas e
Alegre. Nos eritrocitos dos peixes coletados em Maemba-M1 e -M2, V, Se e Sn foram
maiores que nos de Carapebus e Alegre; Mn, Ni, Zr, Ag e Ba foram maiores nos peixes
do Maemba M2 do que nos peixes do M1 (Tabela 4). As concentragdes de Fe e Sr nos
eritrécitos dos peixes de Carapebus foram maiores que nos peixes de Maemba e
Alegre.

Os metais/metaldides no plasma variaram entre os peixes de cada local; as
maiores concentragdes plasmaticas foram Fe e Zn; dos metais/metaldides analisados
as maiores concentragdes foram encontradas nos peixes de Maemba M1 e M2 e as

menores foram nos peixes de Carapebus (Tabela 5).
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Tabela 4. Concentragéo de metais e metaloides (mediana e valores de 1° e 3° quartil) nos eritrocitos (ug g-') do sangue de O. niloticus

coletado em Alegre (A) e nas lagoas do ponto Maemba1 (M1) e ponto 2 (M2) e Carapebus (C). LOD: limite de detecg¢ao; LOQ: limite

de quantificacdo. Letras diferentes indicam diferenga significativa entre Alegre e as lagoas (p<0,05).
Eritrocito
A M1 M2 C LOD LoQ
Al 17,0 (16,8 - 33,3)° 7,5(56-14,1)° 23,4 (6,9 - 52,7)? 27,7 (26,8 - 229)? 0,214 0,528
Ti 0,4 (0,2-0,5) 0,2 (0,1-0,4)2 <LoQ 0,3 (0,16 - 3,4) 0,025 0,025
v 0,1(0,05-0,1) 0,4 (0,3 - 1,6) 0,6 (0,5-0,8)° 0,1 (0,1 - 0,8) 0,009 0,021
Cr 8,6 (0,6 - 47,8) <LOQ 1,1(0,1-3,3) 1,5(0,5-22,1) 0,014 0,029
Mn 1,3(0,8-1,7) 0,3 (0,1-0,4)° 0,8 (0,5-1,1)° 0,9 (0,5 - 4,5)° 0,035 0,069
Fes 2142 (1964 - 2149)3 2004 (1974 - 2449)2 2379 (1874 - 3055)2 2323 (2251 - 9194)P 0,861 1,856
Ni 0,1 (0,04 - 0,6) 0,06 (0,032 - 0,1) 0,5 (0,1-1,5)° 0,1 (0,1-0,5)% 0,013 0,031
Cu 2,5(1,5-2,5) 2,2(1,1-3,3) 2,5(0,9 - 3,3)° 2,5(2,1-6,0) 0,073 0,166
Zn 25,8 (18,1 -40,6)? 50,9 (9,9 - 58,5)° 40,2 (24,5 - 42,4) 32,2 (31,1 - 147)° 0,795 1,613
As <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 0,102 0,218
Se 1,6 (1,3-1,8) 55,5 (45,2 -56,5)° 62,4 (39,6 - 86,6)° 2,9(2,9-9.2) 0,303 0,663
Rb 4,8 (4,4-49) 4,5(3,9-4,8) 5,7 (3,0 - 6,5) 5,1 (3,7 - 14,0) 0,027 0,062
Sr 0,8 (0,6 - 1,3) 1,7 (0,3-2,4) 0,8 (0,1-1,6)° 3,3(2,0-12,2)° 0,012 0,027
Y <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 0,002 0,004
Zr 0,8 (0,03 -0,1)x <LOQ 0,4 (0,0 - 1,3)b 0,2 (0,1-0,4)° 0.033 0.079
Nb 0,007 (0,004 — 0,008)z <LOQ 0,05 (0,01-0,1) 0,03 (0,008 - 0,05)P 0.012 0.031
Mo 0,1(0,05-0,1)2 0,2 +(0,2—-0,2)° <LOQ <LOQ 0,061 0,133
Ag 0,04 (0,04 - 0,3) 0,9 (0,8 - 3,9)° 4,5 (4,0 - 43,0)° 3,3 (1,4-134)%° 0.028 0.066
Cd <LOD <LOD <LOD <LOD 0,013 0,030
Sn 17,7 (17,5 - 18,8) 31,4 (30,7 - 58,2)2 37,8 (33,1-117,5)° 17,1 (15,2 - 119,3) 0,011 0,025
Ba 0,3 (0,2 -0,8) 0,1(0,1-0,1) 0,8 (0,2 - 6,8)° 0,3 (0,006 - 0,5)°° 0.078 0.192
La 0,02 (0,01-0,03) 0,01 (0,01 - 0,03)7 0,01 (0,01-0,2) 0,01 (0,01-0,14) 0.005 0.012
Ce 0,05 (0,03 - 0,1)2 <LOQ 0,2 (0,02 - 0,3)z 0,1 (0,02 -0,3) 0,004 0,009
w 0,1(0,1-0,1) 0,1(0,1-0,2)P° <LoQ <LOQ 0,011 0,027
Hg <LOQ <LOD <LOQ <LOQ 0,010 0,021
Pb 0,12 (0,11 - 0,13) <LOQ <LOQ 0,09 (0,05 - 0,22) 0.038 0.082
Bi <LOD <LOD <LOD <LOD 0,077 0,186
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Tabela 5. Concentragdo de metais e metaloides (mediana e valores de 1° e 3° quartil) no plasma (ug g') do sangue de O. niloticus

coletado em Alegre (A) e nas lagoas do ponto Maemba1 (M1) e ponto 2 (M2) e Carapebus (C). LOD: limite de detecg¢ao; LOQ: limite

de quantificacdo. Letras diferentes indicam diferenga significativa Alegre e as lagoas (p<0,05).
Plasma
A M1 M2 C LOD LoQ
Al 106 (49,3 - 112)° 93,5 (47,0 - 288)7 38,5 (25,8 - 51,5)° 110 (33,9 - 229)° 0,214 0,528
Ti <LOQ <LOQ <LOQ 0,2 (0,06 - 0,4) 0,025 0,025
v 0,1 (0,1-0,2) 1,8 (1,1-6,4) 1,0 (0,3 - 3,1)b¢ 0,5 (0,5 - 0,6)° 0,009 0,021
Cr 9,9 (6,1-12,5) 3,3(2,3-38,5)® 8,9 (0,6 - 11,7)% 1,7 (1,3-6,5) 0,014 0,029
Mn 0,4 (0,1 - 0,5) 1,7 (0,5 - 2,9)° 2,0 (1,7 -2,5) 0,6 (0,4 -1,1) 0,035 0,069
Fes 98,4 (63,4 - 125)2 627 (217 - 659)° 1389 (173 - 2411)° 202 (185 - 637)° 0,861 1,856
Ni 0,2 (0,1-0,2) 0,5 (0,1-3,1)° 3,4 (1,4-53) 0,5 (0,4 - 0,8)° 0,013 0,031
Cu 13,1 (10,3 - 13,9) 11,2 (11,0 - 21,5) 22,3 (20,2 - 24,4) 11,3 (10,1 - 18,0) 0,073 0,166
Zn 164 (133 - 185)3 196 (177 - 472)P 256 (84,3 - 282)% 195 (166 - 215)a 0,795 1,613
As <LOQ <LOQ <LOQ 0,5 (0,4-0,7) 0,102 0,218
Se <LOQ 29,0 (25,2 - 45,4)3 33,0 (32,1 - 35,9)7 2,1(2,0-2,3) 0,303 0,663
Rb 29,0 (28,6 - 32,9) 1,5(0,3-1,9) 3,6 (1,4-5,2)p 1,6 (0,8 -2,0)° 0,027 0,062
Sr 14,6 (12,5 - 15,1) 12,9 (10,9 - 36,4) 9,8 (3,1-11,6)° 24,1 (22,0 - 29,4)7 0,012 0,027
Y <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 0,002 0,004
Zr 3,0 (0,1 - 6,0) 0,7 (0,2 - 1,2)% 23 (1,4-2,7) 0,1(0,01-0,2)° 0.033 0.079
Nb 0,02 (0,02 - 0,03) 0,1(0,1-0,2)P° <LOD <LoQ 0.012 0.031
Mo 0,5 (0,4 - 0,6)° 0,6 (0,6 —0,7)° <LOQ 0,3 (0,2-0,3) 0,061 0,133
Ag 0,7 (0,6 - 1,6) 32,8 (17,9 - 204)° 13,2 (12,1 - 34,7)° 10,8 (7,3 - 17,1 0.028 0.066
Cd <LOD <LOD <LOD <LOQ 0,013 0,030
Sn 62,9 (58,5 - 79,8) 145 (124 - 525)P 89,7 (48,2 - 124)7 49,1 (29,5 - 62,1) 0,011 0,025
Ba 1,5 (1,2 - 14,5) 1,6 (0,2 - 3,02 0,9 (0,4 - 1,4) 1,2(0,2-3,3) 0.078 0.192
La <LOQ 0,1 (0,06 -0,1) <LOQ 0,1(0,03-0,1) 0.005 0.012
Ce <LOQ 0,1 (0,1-0,1) <LOQ 0,1(0,1-0,3) 0,004 0,009
w 0,05 (0,05 — 0,06)? 0,1 (0,1-0,13) <LOQ 0,04 (0,03 - 0,05)° 0,011 0,027
Hg <LOD <LOQ <LOQ <LOQ 0,010 0,021
Pb <LOQ <LOQ 3,6 (2,6 - 4,5) <LoQ 0.038 0.082
Bi <LOD <LOD <LOD <LOD 0,077 0,186
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3.3. Biomarcadores de estresse hematologicos, imunoldgicos, genotdxicos,

mutagénicos e fisiologicos

Tabela 6. Variaveis hematologicas e imunolégicas (média £+ SEM) do sangue de
tilapia-do-nilo, O. niloticus, coletadas nas lagoas Alegre, Maemba (pontos 1 e 2) e
Carapebus. Letras diferentes indicam diferenga significativa entre Alegre e lagoas
(p<0,05).

Lagoas
Parametros Alegre Maemba 1 Maemba 2 Carapebus
Células vermelhas
Hematdcrito (%) 26,4+4,1° 29,7+6° 27,2 +4,6° 25+3,4°2
Hemoglobina (g dL?) 7,5+1,8° 1,7+0,7° 7,6 +1,1° 5,8 +1,4¢°
Eritrdcito (x 108 pL?) 3,8+0,4° 2,6 +0,2° 2,8+0,2° 2,6 +0,6°
VCM (fL) 67,5 +8,7° 121,6 +21,2° 103,4 + 22,3 102,4 + 25,0°
CHCM (g dL™?) 33,1+4,8* 7,0 £3,0° 34,1+3,9° 29,0+4,1°
HCM (pg cel?) 23,4 £ 6,4° 9,2+2,8° 34,3+4,7° 26,8+ 7,32
Leucograma
Leucdcitos (x 10% L) 4,6+ 0,4 89+1,0° 5,8+0,6° 6,9+0,6%°
Trombécitos (x 103 pL) 28,2 +3,8° 25,1+3,0° 12,7 £0,9° 14,1 +1,8°
Mondcitos (%) 2,7+0,3° 2,0+0,3° 2,1+0,2° 1,9+0,2°
Linfdcitos (%-) 55,2 + 3,22 74,0 £3,2° 82,9+2,9° 79,8 +1,9°
Neutroéfilos (%-) 31,2+ 3,4° 18,9 +2,5P 580,8° 4,8 +0,6°
Basdfilos (%) 02+0,1° 0,2+0,1° 0,0+0,0° 03+0,1°
Eosindfilos (%-) 0,1+0,1° 0,5+0,2° 40+0,7° 9,8+1,2¢
Cé'f:‘pgercai;“(';f)"“ca 8,7+0,8° 6,7 +1,0% 1,140,3¢ 4,840,6°
Anomalias
Nucleo normal (%-) 96,3124 98,5+1,2 98,5+1,1 98,6 £1,3
Nucleo com broto (%) 2,0+0,6° 0,7+0,2° 0,8+0,3% 0,4+0,1°
Nucleo lobado (%-) 0,5+0,2° 0,2+0,0° 0,0 +£0,0° 0,0 +£0,0°
Nucleo entalhado (%) 2,3+0,9° 0,9+0,3° 1,0+0,4° 0,2+0,1°
Nucleo C(‘;T) vactolo 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0

Dano mutagénico
Micronucleo (%-) 0,1+0,0° 0,1+0,0° 0,0 £0,0° 0,6 £0,2¢
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Em todos os locais ndo houve diferengas significativas no Hct de tilapia-do-nilo;
entretanto, em Alegre, o maior RBC resultou em menor VCM (Tabela 6). As
concentragbes de Hb foram maiores nos peixes de Alegre e Maemba-M2 e as
concentragdes de Hb, HCM e CHCM foram menores nos peixes de Maemba -M1 do
qgue nos peixes de outros locais (Tabela 6).

O volume de leucécitos totais foi maior nos peixes de Maemba -M1 do que em
M2, Carapebus e Alegre (Tabela 6). Considerando os tipos de leucdcitos, em Alegre o
percentual de linfécitos foi menor e de neutrdfilos e células granulociticas especiais foi
maior que nos demais locais. Os eosindfilos foram maiores nos peixes coletados em
Carapebus, os mondcitos nao diferiram entre os locais e os basofilos foram raramente
encontrados (Tabela 6). Os trombdcitos totais foram maiores nos peixes de Alegre e
Maemba-M1.

A maioria dos eritrécitos apresentou nucleo normal (98%). Os ENAs foram
maiores nos peixes de Alegre seguido de Maemba-M1 e M2; a bolha foi maior nos
peixes de Alegre e a entalhada e lobada foi maior nos peixes de Alegre e Maemba.
Os peixes de Carapebus apresentaram menores ENAs, mas maiores micronucleos
evidenciando algum grau de indugcdo de mutagenicidade (Tabela 6).

A atividade respiratéria de leucécitos foi menor nos peixes de Alegre (Figura 2A),
a lisozima sérica e a concentracao plasmatica total foram menores nos peixes de
Alegre e Carapebus (Figura 2B e 2C).

O cortisol plasmatico foi maior nos peixes de Carapebus, mas nao diferiu dos
peixes de Maemba M1 e M2 (Fig. 3A) e a glicose foi maior nos peixes de Maemba-M1
(Fig. 3B).
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Figura 2. Biomarcadores imunolégicos em tilapia-do-nilo, O. niloticus (n=12), coletados nas lagoas
Alegre (A), Maemba Ponto1 (M1), Maemba Ponto 2 (M2) e Carapebus (C). A: Atividade respiratoria
leucocitaria, B: Concentracao sérica de lisozima e C: Proteina plasmatica total (TPP). Valores

representados por média + SEM (n=12). Letras diferentes indicam diferenga significativa (p<0,05).
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Figura 3. Biomarcadores de estresse fisiolégico em tilapia-do-nilo, O. niloticus (n=12), coletados nas
lagoas Alegre (A), Maemba Ponto1 (M1), Maemba Ponto 2 (M2) e Carapebus (C). A: Cortisol, B:
Glicose. Valores representados por média £+ SEM (n=12). Letras diferentes indicam diferenca
significativa (p<0,05).
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3.4. Analise de Componentes Principais (PCA)

A integracdo dos biomarcadores pela analise de PCA explica 49,4% da
variabilidade total dos dois componentes principais (PC 1: 31,7% e PC 2: 17,7%)
(Figura 4A). As lagoas Maemba e Carapebus foram separadas de Alegre pelo PC 1.
Além disso, o PC 1 indicou a associagado de hemacias, ENAs (entalhados, com brotos
e lobados) e leucdcitos (neutréfilos e mondcitos) a Alegre. PC 2 agrupou Carapebus
e Maemba-M2 associados ao cortisol, atividade respiratoria de leucdcitos, linfocitos,
eosinofilos e micronucleos. Maemba-M1 foi associado com leucécitos totais e
concentragao de lisozima, e inversamente associado a hemoglobina, hemoglobina
corpuscular média e concentragao de hemoglobina corpuscular média.

A integragcdo PCA de metais em eritrécitos e biomarcadores (Figura 4B) explica
53,9% da variabilidade total dos dados (PC 1: 33,1% e PC 2: 20,8%). O micronucleo
foi associado aos metais Ag, Nb, Sn e Sr nas lagoas Maemba (M2) e Carapebus, e os
biomarcadores em Alegre nao foram associados a nenhum metal nos eritrécitos. A
PCA integrando biomarcadores e metais no plasma explicou 44,3% da variabilidade
total dos dados (PC 1: 24,5% e PC 2: 19,8%) (Figura 4C). Os leucdcitos foram
associados aos metais Sn, La, Ag, Sr, Al, V e Zn no plasma em Maemba (M1), o
cortisol e o eosindfilo foram associados aos metais Mn, Fe, Ti e Pb no plasma em
Maemba (M2) e Carapebus, além de estarem associados ao linfécito e aos metais Cu
e Ni no plasma em Carapebus.

3.5. Correlagcédo de Sperman

A analise de correlagcao de Sperman correlacionou a concentracdo de metais
nos eritrocitos com Mn em agua (rs = 0,91) e Al, Ti, V, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, As, Se, Rb,
Sr, Y, Zr, Nb, Mo, Ag, Sn, Ba, La, Ce, W e Pb (rs = 1) no sedimento.

Considerando os metais nos eritrécitos, o As com nucleo entalhado (rs = 0,75).
Enquanto que no plasma, o W foi negativamente correlacionado com Hb e HCM (rs =
-0,80), As e Nb com neutrdfilos (rs = 0,81 e rs = 0,71, respectivamente) e eosinofilos
(rs = 0,90 e rs =-0,81, respectivamente), Mo com eosindfilos (rs = -0,70).

Leucdcitos totais e trombdcitos ndo foram correlacionados com nenhum

metal/metaloide.
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A atividade respiratéria de leucdcitos foi correlacionada com Rb (rs = 0,74) e Mo
na agua (rs = 0,69) e sedimento (rs = 0,74). A lisozima sérica e a concentragédo
plasmatica total ndo apresentaram correlagdo com metais/metaloides na agua e no
sedimento. Os niveis de cortisol e glicose ndo apresentaram correlagdo com metais.
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Figura 4. Biplots de PCA representando respostas de biomarcadores sanguineos de O. niloticus (A),
biomarcadores sanguineos e metais em eritrécitos de O. niloticus (B) e biomarcadores sanguineos e
metais em plasma de O. niloticus (C). Os agrupamentos estao relacionados a diferentes lagoas (Alegre,
Maemba ponto 1 e 2 e Carapebus). Hb: hemoglobina; Ht: hematdcrito; PPT: proteina plasmatica total;
CTS: cortisol; SLC: lisozima; G: glicose; VCM: volume corpuscular médio; CHCM: concentragdo média
de hemoglobina corpuscular; HCM: hemoglobina corpuscular média; Er: eritrécitos totais; ARL:
atividade respiratéria de leucdcitos; Lc: leucdcitos totais; Th: trombdcitos totais; Mc: mondcito; Lf:
linfécito; Nt: neutrdfilo; Eo: eosindfilo; CGE: célula granulocitica especial; LI: leucdcitos imaturos; EN:

eritrocito normal; Bb: ntcleo com broto; Lb: nucleo lobado; Ntc: ntcleo entalhado; MNU: micronutcleo.
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3.6. Analise discriminante linear (LDA)

A LDA foi aplicada para identificar quais biomarcadores explicaram melhor as
diferencas espaciais. Dos 24 biomarcadores, 15 foram utilizados para diferenciar os
pontos de coleta (atividade respiratoria de leucdcitos, CHCM, micronucleo, célula
granulocitica especial, neutréfilo, nucleo lobado, nucleo entalhado, trombdcito,
numero total de eritrocitos, eritrocito normal, basdfilo, glicose, nucleo com broto,
leucdcitos, hematocrito), sendo que 12 desses biomarcadores foram suficientes para

uma classificagao 100% correta.

3.7. Analise de procrustes generalizada (GPA)

A GPA foi aplicada para avaliar a correspondéncia entre as concentragdes de
metal na agua, no sedimento, nos eritrécitos e no plasma dos peixes coletados nas
lagoas e em Alegre, e os biomarcadores que utilizavam eritrocito e os que utilizavam
o plasma. A soma dos eixos da GPA explicaram 75,2% da variancia total (primeiro eixo
(CP1)= 42,4%; e segundo eixo (CP2)= 32,8%) (Figura 5). A CP1 gerou uma
configuragéo de consenso que separou a Alegre das lagoas e a CP2 separou Maemba
de Carapebus. As concentracbes de metais no sedimento com a concentragao de
metais nos eritrécitos se sobreporam em todos os locais de coleta, sugerindo forte
correspondéncia, incluindo também a concentracdo de metais no plasma quando se
observa o ponto 2 da Maemba. A GPA sugere que tanto os biomarcadores no eritrécito
quanto no plasma n&o tinham correspondéncia forte com os metais no eritrécito e no

plasma, respectivamente.
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Figura 5. Biplot de GPA considerando as concentragcdes de metais na agua e no sedimento, nos
eritrécitos e no plasma e os biomarcadores medidos no eritrécito e plasma de O. niloticus, coletados

em Alegre, Maemba ponto 1 e 2, e Carapebus.

4. Discussao

A agua e o sedimento de todos os locais apresentaram diferengas e semelhancgas
associadas a localizacdo e as acbes antropicas do entorno. As diferengcas nas
caracteristicas fisico-quimicas como condutividade e salinidade que diferenciaram
Carapebus dos demais locais evidenciam a influéncia da comunicacao periédica com
o mar durante o periodo chuvoso ou associada as variagcdes de maré tornando essas
aguas salobras de acordo com a resolugaéo CONAMA 357, 2005 (CONAMA, 2005)
que define os limites de salinidade em agua doce, salobra e marinha. Da mesma
forma, o nivel de O2 dissolvido em Alegre, inferior ao de Maemba e Carapebus,
diferenciou este local dos demais. A estrutura geolodgica, as condigbes atmosféricas,
a proximidade das fontes de contaminacao afetam as caracteristicas fisico-quimicas
dos sistemas aquaticos, bem como a concentracdo de elementos e compostos nos

diferentes compartimentos (Namiesnik e Rabajczyk, 2010), como observado nos
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locais estudados: Alegre, Maemba e Carapebus. Eles também afetam a especiagao
dos metais determinando suas interagdes com outros elementos na agua, a
solubilidade e, consequentemente, a disponibilidade do metal para a biota aquatica e
a toxicidade (Fernicola et al., 2003, Namiesnik e Rabajczyk, 2010).

Em geral sdo esperados metais no sedimento; este compartimento tem um papel
importante no ciclo geoquimico dos elementos. Neste local sdo depositadas
substancias com diferentes estruturas e propriedades, incluindo ions metalicos
hidratados, metais adsorvidos em particulas sdlidas ou compostos complexos e,
transformacgdes quimicas e bioquimicas decorrentes da atividade de microrganismos
(Motorelli et al., 2009). Os metais sdo contaminantes persistentes e podem migrar do
sedimento para a fase aquatica dependendo das condi¢bes fisico-quimicas do
ambiente. Oxigénio dissolvido no meio aquatico, principalmente inferior a 4,5 mg L,
€ considerado como hipéxia ambiental severa, favorece o aumento da concentragao
de metais na coluna d'agua ao mobilizar os do sedimento (Liu et al., 2019). A hipdxia
severa aumenta as concentrag¢des de Pb, Cd, Cu e Cr, e a alta salinidade influencia
na mobilidade do As, aumentando sua concentragdo na coluna d’agua (Liu et al.,
2019). Por outro lado, altos niveis de Oz favorecem a precipitacdo de metais como
oxido, hidroxido ou carbonato (Hopkinson e Barbeau, 2007; Namiesnik e Rabajczyk,
2010).

Considerando a distribuicdo de metais/metaloides em Alegre, e nas lagoas
Maemba e Carapebus, as maiores concentragcdes de metais na agua (Al, Ti, Mn, fe ,
Ni, Ba, La, Ce) e sedimento (Al, Ti, V, Fe, Rb, Y, Ag, Ba, La, Ce e Pb) em Alegre esta
associado, em parte, a constituicdo geoquimica do solo (Cunha, 2018) e possivel
contaminagao por material particulado proveniente da extragdo de marmore e granito
nesta regido. Em Carapebus, a alta concentragdo de alguns metais no sedimento (V,
Cr, Fe, As, Sr e Bi) provavelmente esta associada a intensa atividade metalurgica da
Regiao Metropolitana da Grande Vitdria, que inclui a produgado de ago e outras ligas
metalicas e a pelotizagdo e exportacdo de minério de ferro no complexo industrial de
Tubardo. Tais atividades aumentam a carga metalica no ambiente e
consequentemente, nos corpos aquaticos, porém apenas em Alegre, as
concentracdes de Al e Fe ficaram acima da concentragdao maxima recomendada pela
resolugdo CONAMA 357 (CONAMA, 2005) para a preservagdo da biota aquatica
(aguas classes 1 e 2) entre os metais (As, Ba, Cd, Pb, Cu, Cr, Mn, Ni, Se, V e Zn)

incluidos nesta resolugdo. Contaminantes metalicos emergentes como Ti, Y, Sr, La,
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Ba, Ce encontrados em agua e sedimentos ndo estdo incluidos na Resolugao
CONAMA 357 de 2005.

A salinidade pode interagir com compostos dissolvidos na agua contribuindo para
a variacao de sua toxicidade e afetar a mobilidade do metal do sedimento para a
coluna d'agua (Cafedo-Arguelles e Schafer, 2018). O aumento da salinidade promove
a mobilidade de As (Liu et al., 2019), Cd, Mn, Cu e Pb (Acosta et al., 2011, Zhao et al.,
2013). A salinidade influencia a concentragéo de ions nos fluidos corporais dos peixes
implicando em custo energético para manutengdo do equilibrio i6nico (Cafiedo-
Arguelles e Schafer, 2018) o que pode ter efeitos negativos pela reducéo da ingestao
alimentar (Souke, 2007), baixa taxa de crescimento e sobrevivéncia (Hintz e Relyea,
2017) e malformacgdes (Chinathamby et al., 2006). Em relagdo ao pH da agua que é
um fator importante para a sobrevivéncia da biota aquatica (pH 6,5 - 8,5) (Iskandar et
al., 2023) o pH foi elevado em Maemba-M2 também afeta a disponibilidade de metais.
Ambientes alcalinos comprometem o transporte de ions e a excre¢gao de amoénia
(Laurent et al., 2000). O pH influencia a disponibilidade do metal, muitos metais sao
insoluveis em pH neutro ou basico, favorecendo assim a adsorcao pela matéria
organica e acumulando-se em sedimentos (Walker et al., 2005), porém, em niveis de
pH mais &cidos, esses metais podem ser liberados na &gua, tornando-os
biodisponiveis para a biota (Gaur et al., 2005).

Considerando os metais presentes na agua e no sedimento de Alegre, Maemba e
Carapebus, eram esperados a presenca desses metais no sangue das tilapias que
vivem nesses locais. A absorcdo de metais pode ser feita pelas branquias, diretamente
da agua via respiragao e/ou do sedimento, pois esta espécie forrageia o sedimento a
procura de alimento. Os metais no plasma e nas células sanguineas podem afetar a
estrutura das células e sua fungao.

A tilapia-do-nilo é conhecida por ser uma espécie de peixe altamente tolerante as
condi¢des ambientais adversas. O maior Kn dos peixes de Alegre e Carapebus (1,053
(0,913 - 1,190) e 1,050 (0,908 - 1,125), respectivamente) indica melhor condigdo que
os coletados em Maemba-M1. O Kn esta relacionado com altas reservas de energia
nos peixes, sugerindo abundante disponibilidade de alimentos (Alberto et al., 2005).
Em Alegre, local de cultivo desta espécie de peixe e em Carapebus, lagoa urbana, o
esgoto doméstico rico em matéria organica e as condigdes salobras da lagoa podem
favorecer o crescimento dos peixes como ja enfatizado por Alvarenga et al., (2018).

Em geral, a poluicdo tem um efeito negativo sobre o Kn, pois aumenta a demanda
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energética para manter a higidez e/ou pode diminuir a disponibilidade de alimentos,
exceto no caso de esgoto doméstico nao tratado que fornece grande quantidade de
matéria organica favorecendo altos niveis de produtividade (Alberto et al., 2005).

Embora o Kn tenha apresentado boa condicdo dos peixes, a concentragao de
metais nas células sanguineas e no plasma de O. niloticus evidenciou contaminagao
dos peixes e os biomarcadores sanguineos mostraram ajustes hematoldgicos para
manter a capacidade de transporte de O2 e alteracdes na capacidade imune inata e
nivel de estresse. Além disso, os eritrocitos dos peixes coletados em Alegre exibiram
genotoxicidade e os de Carapebus exibiram mutagenicidade. Em geral, os
biomarcadores sanguineos sao influenciados por fatores intrinsecos como idade,
nutricdo, reproducgao e fatores externos como nivel de Oz, pH, salinidade e a presenca
de contaminantes, como os metais, que dependendo da sua concentragcdo pode
resultar em alteragdes nesses biomarcadores (Burgos-Aceves et al., 2019, Ibrahim e
ElSayed, 2023).

Considerando esses fatores, o maior numero de hemacias e mais alta
concentragao de Hb nos eritrocitos dos peixes de Alegre sugere resposta fisioldgica a
baixa concentragdo de Oz dissolvido uma vez que 0s peixes precisam manter o
metabolismo aerdbico. Baixo nivel de O2 dissolvido na agua induz tais alteragdes para
substituir Hb oxidadas ou desnaturadas de forma a aumentar a captacdo de O:2
(Mallya, 2007, Xia et al., 2016; Affonso et. al. 2002, Abdel-Tawwab et al., 2014, 2015;
Ibrahim e ElSayed, 2023). Por outro lado, a baixa concentragdo de Hb, baixo HCM e
CHCM nos eritrocitos dos peixes de Maemba-M1 caracterizou anemia normocitica
hipocrémica. Embora a anemia possa ser avaliada por Hct inferior a 20% (Claus et al.,
2008), os peixes de todas as lagoas e de Alegre ndo apresentaram Hct inferior a 20%,
0 que sugere que a baixa concentracédo de Hb e o HCM e CHCM devem também ser
avaliados para diagnosticar anemia em peixes. Anemia também foi detectada em
peixes coletados em reservatdérios com altos niveis de Mn e Pb (Arnaudov e Tomova,
2008) Cd, Cr, Ni e Pb (Abdulnabi, 2020; Ghosh e Saha, 2023). Entretanto, a anemia
nos peixes de Maemba-M1 pode nao estar diretamente relacionada com metais na
agua, sedimentos e, mesmo com metais nos eritrocitos e plasma, uma vez que nao
foram encontradas correlagdes entre estes dados e metais.

Embora ENAs tenham sido encontrados em niveis elevados nos peixes de Alegre
e Maemba, o micronucleo nos eritrécitos foi maior nos peixes de Carapebus,

sugerindo a presencga de elemento mutagénico no ambiente. Micronucleo foi induzido
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em Channa Punctatus exposto a As, Ni, Cd e Cr (Singh et al., 2019). Neste estudo, o
micronucleo foi associado aos metais Ag, Nb, Sn e Sr nos eritrécitos dos peixes das
lagoas Maemba ponto 2 e Carapebus.

Os leucécitos totais sdo um parametro importante para avaliar o estado
imunoldgico dos peixes e a porcentagem diferencial deles indica doenca infecciosa
e/ou condigao inflamatdria (Tavares-Dias et al, 2013; Soares et al, 2022). Os linfocitos
sdo os leucocitos mais abundantes em peixes e estdo envolvidos na resposta imune
a patogenos (El-Sayed et al., 2007; Saudauskas-Henrique et al., 2011), os basofilos
sdo os menores leucocitos e também relacionados a sistema imunoldgico, os
neutréfilos sdo fagdcitos e sao recrutados para o local inflamatério por quimiocinas (
Katzenback e Belosevic , 2009; Havixbeck e Barreda, 2015), os eosinofilos sao
eficazes no controle de infeccbes parasitarias e os mondcitos contribuem para
populagcdes de macrofagos residentes nos tecidos durante condi¢des inflamatérias
(Hashimoto et al., 2013; Varol et al., 2015). Mudangas em suas porcentagens no
sangue periférico estdo associadas a alteragdes no sistema imune dos peixes e
podem indicar doengas em peixes (Seriani et al., 2015).

Em geral, em Alegre, o numero total e a porcentagem dos diferentes tipos de
leucdcitos estavam na faixa encontrada em O. niloticus em cultivo intensivo (Tavares-
Dias e Mariano, 2015) sugerindo que os metais presentes no sangue nao estao
afetando diretamente a capacidade imunolégica dos peixes. Entretanto, o total de
leucdcitos dos peixes de Maemba-M1 indica alteragées no sistema imunoldgico. As
variagdes de alguns tipos de leucdcitos em peixes de ambiente natural, como em
Maemba e Carapebus, podem estar relacionadas a possivel deficiéncia de alimentos
e/ou de alguns nutrientes no ambiente bem como a presenga de metais e outros
contaminantes. A maior porcentagem de linfocitos nos peixes de Maemba (M1 e M2)
e de Carapebus sugere processo inflamatério. Aumentos de linfocitos foram relatados
no sangue de O. niloticus exposto a mistura de metais presentes no MPASe de origem
metalurgica por 96 h (Soares et al., 2022). A neutropenia nos peixes de Maemba-M2
e Carapebus sugere a presenca de parasitas (Furtado et al., 2019) o que é reforgado
pela presenca de elevada percentagem de eosinéfilos que também estdo associados
a presencga de parasitas (Martins et al., 2004). Alguns metais como o Pb, pesticidas e
nonilfendis podem comprometer a imunocompeténcia dos peixes (Witeska, 2005,
Segner et al., 2022). Os trombdcitos estao relacionados a hemostasia (coagulagéo do

sangue) e como fagocitos no processo de infecgdo em peixes (Tavares-Dias, 2003;
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MARTINS et al., 2004). O total de trombdcitos variou no sangue dos peixes de todas
as lagoas, sendo que nos peixes de Maemba-M1 sugerem uma resposta conjunta aos
linfécitos no foco inflamatorio.

A atividade respiratéria de leucocitos resulta da fagocitose, gera espécies reativas
de oxigénio e esta relacionada a ativacdo do sistema imunolégico contra agente
patogénico (Jorgensen e Robertsen, 1995, Raida e Buchmann, 2009, Mohanty e
Sahoo, 2010). No presente estudo, o surto respiratério nos leucdécitos ocorreu em
peixes provenientes de lagoas proximas as industrias metalurgicas. Porém, em O.
niloticus exposto ao MPASe, por 96 h, a atividade respiratoria dos leucdcitos diminuiu
(Soares et al., 2022). Possivelmente, esta maior atividade nos peixes das lagoas
esteja relacionada a outros contaminantes, ja que essas lagoas recebem esgoto
domeéstico e ha intensa atividade de pesca e lazer o que pode aumentar a presenca
de patégenos.

Os niveis de lisozima no soro estdo relacionados a infecgdes e processos
inflamatdrios, bem como a exposicao ao MPASe conforme apontado por Soares et al.
(2022). O nivel mais elevado de lisozima nos peixes de Maemba-M1 foi relacionado
com alguns processos inflamatérios nestes peixes juntamente com o maior nimero
de leucdcitos.

O estresse em peixes pode ser identificado pelos biomarcadores fisiolégicos
cortisol e glicose; o aumento do cortisol € a resposta primaria (Wendelaar Bonga,
1997) seguido pelo aumento da glicose para suportar o aumento da demanda
energética (lwama et al., 1999; Mommsem et al., 1999). A exposi¢cao de O. niloticus
ao MPASe aumentou os niveis de cortisol e glicose (Soares et al., 2022; Adorno et al.,
2023). Nos peixes das lagoas, o nivel de cortisol sugere um ambiente mais
estressante que o de Alegre, mas os niveis de glicose foram maiores apenas nos
peixes da Maemba-M1. Apesar disso, os niveis de glicose foram 3 vezes superiores
aos descritos por Soares et al. (2022) e Adorno et al. (2023) o que pode estar
relacionado a diferentes demandas energéticas em peixes em ambiente natural, como
forrageamento, fuga de predadores e outros desafios.

A analise dos biomarcadores sanguineos e metais na agua, sedimento, eritrocitos
e plasma nas analises multivariadas permitiu diferenciar Alegre das lagoas Maemba e
Carapebus assim como os biomarcadores mais associados a cada local. Embora os
metais sejam conhecidos por desencadear variagcbes em diferentes tipos de

biomarcadores, as analises multivariadas revelaram que a maioria dos biomarcadores
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utilizados neste estudo n&do apresentaram forte correspondéncia com os metais nos
eritrocitos e no plasma sanguineo o que pode ser explicado por concentragdes que
nao induziram alteracdes celulares e/ou interagdes que contribuiram para reduzir as
acao dos metais nas células sanguinea; ou ainda outras possiveis fontes de
contaminacgao. Isso enfatiza a necessidade de considerar outros potenciais fontes de

contaminacao, provenientes das atividades em torno das lagoas e de Alegre.

5. Concluséao

Embora a interpretacdo dos fatores bidticos com os fatores abidticos na
fisiologia do sangue dos peixes seja complexa, é possivel observar como as respostas
podem ser diferentes em ambientes influenciados por diferentes fontes de
contaminagdo. Embora Alegre esteja localizada em um centro de aquicultura, este
local foi 0 que apresentou maior concentragdo de metais na agua e sedimento, o que
mostra a dificuldade de encontrar ambientes de referéncia em estudos de campo.
Porém, os peixes de Alegre apresentaram respostas diferentes das demais lagoas,
indicando um ambiente menos desafiador. As lagoas Maemba e Carapebus, por sua
vez, por estarem localizadas dentro dos centros urbanos, sdo mais influenciadas pelas
atividades antropicas ao seu redor e das atividades metalurgicas, o que se reflete nos
peixes, uma vez que apresentaram anemia e mutagenicidade além de alteragdes nas
respostas imunolégicas. Comparando as lagoas, € possivel observar uma resposta
mais acentuada nos peixes coletados em lagoas préximas as atividades metalurgicas.
Assim, o presente estudo confirma a hipdtese de que os peixes localizados em lagoas
proximas a centros urbanos e industrias metalurgicas sao influenciados por seus
efluentes e contaminantes do seu entorno. No entanto, é dificil dizer com certeza quais
fontes s&o as principais contribuintes para essas alteragdes fisiologicas. Embora este
estudo tenha como foco o acumulo de metais em O. niloticus, a presenca de outros
fatores ndo pode ser ignorada, como efluentes domésticos, matéria organica,
microplasticos, entre outros possiveis contaminantes que podem ter efeito sinergético

ou antagbnico nas variaveis sanguinea de Oreochromis niloticus.
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RESUMO

As aguas residuais e emissao de poluentes industriais e domésticos afetam os
ecossistemas. No Brasil, a atividade de industrias de pelotizacdo e exportagdo de
minério de ferro é acentuada no estado do Espirito Santo, pela presenga do Complexo
de Tubarao e de Ubu. O presente estudo teve como objetivo investigar os ajustes para
a manutengao da regulagdo osmatica e ibnica e equilibrio acido-base nas brénquias
€ nos rins, assim como a osmolalidade e a concentragdo de ions plasmaticos de
Oreochromis niloticus coletados nas lagoas Maemba (ponto M1 e M2) e Carapebus,
proximas a esses complexos, e em um sistema de aquicultura localizado em Alegre,
cidade distante desses Complexos industriais. A concentracdo de metais na agua e
no sedimento nos locais de coleta e nas branquias e rins de O. niloticus desses
ambientes foram quantificados, e biomarcadores bioquimicos e morfolégicos
relacionados a regulagao ibnica foram analisados nos peixes coletados. Os peixes de
Alegre apresentaram a maior area de iondcitos no rim. Os peixes de Maemba-M1
apresentaram a maior area fracional de iondcitos na branquia, possivelmente para
favorecer a absorcao de ions, e a maior atividade da anidrase carbbénica no rim. Os
peixes de Maemba-M2 e Carapebus apresentaram respostas dos biomarcadores
renais semelhantes, apesar de terem sido coletados em locais com caracteristicas
distintas. Os peixes de Maemba-M1 apresentaram a menor concentragao de K* no
plasma e a menor osmolalidade, entretanto, os valores estavam dentro da faixa de
osmolalidade em teledsteos, assim como os peixes dos outros locais de coleta. Dessa
forma, apesar dos peixes enfrentarem desafios diferentes, os ajustes observados para
a manutengdo da regulagdo osmotica e idnica foram eficazes. Esperavamos que
diferentes locais desencadeassem mecanismos diferentes, porém, apesar de
Maemba ponto 2 e Carapebus apresentarem caracteristicas distintas, as respostas
observadas nos biomarcadores renais foram semelhantes. Este estudo destaca a
complexibilidade das interagbes nos ambientes naturais e a necessidade de
investigacoes adicionais para compreender melhor os mecanismos osmorregulatorios
em peixes de lagoas préximas a atividades metalurgicas. Sendo assim, em estudos
de monitoramento ambiental, é essencial utilizar multiplos biomarcadores para avaliar

os efeitos nesses mecanismos.

Palavras-chave: Metalurgia. Osmolalidade. ATPases. Anidrase carbdnica. londcitos.

Branquias. Rins.
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1. Introducéo

As aguas residuais e emissdo de poluentes industriais e domésticos em corpos
hidricos acarreta danos ecoldgicos e perdas econdmicas (Afolalu et al., 2022), o que
faz com que essa problematica venha a ser alvo de estudos em todo o mundo (Morin-
Crini et al., 2022). Esses estudos fornecem informagdes sobre a interagdo dos
poluentes com os ecossistemas aquaticos, se tornando uma importante ferramenta
para a determinagdo de padrées de qualidade e atualizagdo da regulamentacdo das

condig¢des e padrbes de langamento de efluentes (Hommen et al., 2010).

O estado do Espirito Santo (Brasil), como outros locais, apresenta diversas
fontes potenciais de poluigdo, envolvendo transito de veiculos, langamento de
efluentes sem tratamento em corpos hidricos e, sendo um estado rico em recursos
minerais, a presenca de industrias de extracdo de rochas ornamentais e de
revestimento, pelotizagao e exportagcado de minério de ferro e produc¢ao de ago (Santos
et al., 2017; Santos et al., 2022, Vieira e Menezes, 2015). Essas atividades aumentam
o acumulo de residuos nos recursos hidricos podendo ser téxicos a biota residente (El
Zrelli et al., 2021; Gong et al., 2021). As lagoas sao importantes pois sdo habitat de
diferentes organismos, possibilitam o fornecimento de agua as comunidades no seu
entorno e sao importantes para a economia, como fonte de renda para pescadores e
de lazer para toda a comunidade. Em contrapartida, as lagoas atuam como sumidouro
de poluentes, tendo como principais fontes de poluicdo as aguas residuais industriais,
domésticas e agricultura e fontes indiretas como a deposi¢cao de material particulado
atmosférico emitidos por industrias (Chen et al., 2017). Esses residuos e a constante
deposi¢cao de material particulado atmosférico sedimentavel (particulas > 10 ym) é
uma ameaga para a vida aquatica, visto que o acumulo e persisténcia de
contaminantes nesse ambiente favorece um cenario de exposi¢cao crbnica e,
consequentemente, a possibilidade de bioacumulacdo de substancias quimicas nos
organismos desses ecossistemas (Chen et al., 2019; Cui et al., 2020).

Na Regido Metropolitana da Grande Vitoria (RMGV) e Anchieta (Espirito Santo
— Brasil) estdo localizadas as lagoas Carapebus e Maemba, proximas a industrias
metalurgicas, que além de residuos domésticos, estdo em area de influéncia de
particulas atmosféricas sedimentaveis compostas por metais/metaloides e
nanoparticulas metalicas (80%) e matéria orgénica (20%) liberadas pelas industrias
metalurgicas (Souza et al., 2018, Soares et al 2022).
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A utilizagdo de biomarcadores para investigar a interacdo e efeito dessas
atividades nos corpos hidricos se faz necessaria e os peixes sao 6timos modelos para
esses estudos. Poluentes como metais/metaloides e nanoparticulas metalicas podem
afetar a capacidade de regulagdo osmo-iénica dos peixes comprometendo o equilibrio
idnico e afetando funcgdes vitais como contracdo muscular e transmissao de impulsos
nervosos, além de gerar desidratacdo ou hiper-hidratagdo comprometendo a
funcionalidade dos 6rgéos e até acarretar morte celular afetando todos os sistemas
do organismo. Dessa forma, biomarcadores de regulagdo osmatica e idnica oferecem
um panorama geral de como o ambiente pode estar afetando o equilibrio interno dos

peixes.

O primeiro 6rgéo do peixe a entrar em contato com as substancias quimicas do
meio sao as branquias, elas desempenham importantes funcdes, dentre elas as trocas
gasosas e o transporte de ions. Além das branquias, os rins também s&o um
importante 6rgéo relacionado a regulagao osmoética e ibnica. Células localizadas nas
branquias e nos rins especializadas em trocas idnicas sdo denominadas iondcitos.
Essas células, atuam no transporte de ions, via enzimas do grupo ATPase, como a
Na*/K*-ATPase, H*-ATPase, que por meio da hidrdlise do ATP, liberam energia que
permite o transporte de ions contra um gradiente de concentragdo (Kultz e Somero,
1995; Fernandes et al., 2007). A Na*/K*-ATPase, atua no efluxo de ions Na* e influxo
de ions K* celular contribuindo para manter o potencial de membrana e regulagao do
volume celular (Bianchini et al., 1999; Sancho et al., 2003). Em relagdo ao ambiente
em que o animal vive, agua doce ou salina, a Na'/K*-ATPase participa do
influxo/efluxo de Na* no organismo, via branquias (Fernandes, 2020). A H*-ATPase
atua na regulagao do pH intracelular, bombeando prétons (ions de H*) para fora da
célula e criando uma for¢ga motriz para a entrada de Na* (Evans et al., 2005).

A tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) é uma espécie eurialina que se
encontra distribuida em todo o territério brasileiro, inclusive nas lagoas Maemba e
Carapebus, e possui a capacidade de realizar ajustes fisioldgicos que a permite
habitar ambientes com diferentes desafios como as variagdes nos parametros fisico-
quimicos da agua. Dessa maneira, O. niloticus é considerada um modelo para estudos
toxicolégicos, e o uso de biomonitores permite uma melhor compreensdo das

condi¢des do sistema aquatico (Duarte et al., 2016).
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O objetivo deste estudo foi investigar a presenga de metais/metaloides na agua
e sedimento das lagoas Carapebus e Maemba localizadas préximas a industrias
metalurgicas (pelotizagdo e exportacdo de minério de ferro, producdo de ligas
metalicas) e possiveis efeitos na homeostasia osmo-idnica de O. niloticus coletados

nessas lagoas e em local distante dessas industrias.

2. Materiais e métodos

2.1. Area de estudo

As coletas foram realizadas em duas lagoas costeiras na Regiao Metropolitana
da Grande Vitdria, que se localizam proximos a areas de atividade industrial
metalurgica: lagoa Carapebus e Maemba, e um sistema de cultivo de peixes
localizados na cidade de Alegre, a aproximadamente 146 km das industrias
metalurgicas proximas a lagoa Carapebus e 98 km da lagoa Maemba.

A lagoa de Carapebus esta localizada no municipio de Serra, litoral do estado
do Espirito Santo e possui uma area de aproximadamente 0.4 km? com 1.69 m de
profundidade. A lagoa € separada do mar por um banco de areia; em estacédo de
chuvas ou periodos de maré alta, a agua da lagoa faz contato com o mar, variando
sua salinidade e tornando a agua salobra. Por se encontrar em uma regido urbana, a
lagoa possui receptores de esgoto doméstico e é utilizada para lazer e pesca. A lagoa
se encontra a aproximadamente 8 km de um complexo industrial de siderurgia onde
ocorre processo de pelotizagdo e exportagdo de minério de ferro e produgao de ligas
metalicas, o Complexo de Tubaréo.

A lagoa Maemba esta localizada no litoral sul do estado do Espirito Santo, na
divisa dos municipios de Guarapari e Anchieta, a 65 km do Complexo de Tubarao; é
a segunda maior lagoa do estado com aproximadamente 4.9 km? e profundidade
média de 1.9 m. A lagoa esta separada do oceano pela Rodovia do Sol e é
caracterizada por ser constituida por agua doce. Apesar da lagoa ser receptora de
efluentes domésticos sem tratamento de algumas comunidades em suas margens,
ela é utilizada como manancial de abastecimento, sendo tratada e distribuida pela
companhia de abastecimento para as comunidades vizinhas. A lagoa esta localizada
ao lado da industria de pelotizagdo de minério de ferro, e recebe agua direta da

barragem norte, que é um reservatério de aguas residuais dos processos internos da
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industria metalurgica, inclusive da agua utilizada no mineroduto responsavel pelo
transporte do minério de ferro do estado de Minas Gerais para o Espirito Santo.

O sistema de aquicultura em Alegre, esta localizado no Instituto Federal do
Espirito Santo (IFES), campus Alegre. Apesar de se encontrar afastada das atividades
metalurgicas, Alegre possui outras fontes de influéncia, pois se encontra em uma
regido caracterizada pela exploragdo de marmore e granito.

Foram realizadas coletas de agua, sedimento e peixes (O. niloticus) no més de
mar¢o de 2022, em cada lagoa: Carapebus (20°13'41” S 40°12°46” W), Maemba (M)
em dois pontos: M1, a 1 km da barragem do reservatério de aguas residuais da
industria metalurgica (M1: 20°46’07” S 40°34°39” W) e M2, a 2 km da barragem (M2:
20°45'26” S 40°34’19” W) e, em Alegre (20°45' 33" S 41°27'13" W).

2.2. Coleta de agua e sedimento:

A determinagdo dos parametros fisico-quimicos da agua (salinidade,
condutividade, temperatura, oxigénio dissolvido e pH) de cada lagoa e Alegre foi feita
utilizando sonda multiparametro (Horiba). Amostras de agua e sedimento foram
coletadas manualmente, em triplicata. As amostras de agua foram coletadas a 20 cm
abaixo da superficie e as de sedimento foram coletadas a 10 cm da superficie do
sedimento. As amostras de agua e sedimento foram utilizadas para a analise quimica

de metais.

2.3. Coleta de peixes e amostras biolégicas: sangue, branquia e rim

As coletas de tilapia-do-nilo, O. niloticus (n = 10 em cada lagoa, massa corpdrea
=124 + 34.6 g e comprimento total = 18 £ 1.7 cm) foi efetuada utilizando tarrafa nas
lagoas Carapebus e Maemba e, em Alegre, foi utilizado pucga. Apds a coleta, os peixes
foram anestesiados em agua contendo 0,1 g L-! de benzocaina e amostra de sangue
foi coletada por puncgéo da veia caudal usando seringas heparinizadas. O sangue foi
centrifugado para obter o plasma, que posteriormente seria utilizado para as analises
plasmaticas (osmolalidade e concentragao de ions Na*, K* e CI). Posteriormente, os
peixes foram mortos por secgdo medular e foi realizada a coleta de branquias e rins
para as analises bioquimicas (enzimas Na*/K* ATPase, H*-ATPase e anidrase

carbdbnica), imuno-histoquimica e microscopia eletrénica de varredura (MEV) da
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superficie branquial. O plasma e amostras de branquias e rins para as analises
bioquimicas e para determinacao da concentracdo de metais foram armazenados em
nitrogénio liquido até serem transferidos para freezer -80 °C, amostras de branquias
e rins para as analises em MEV foram fixados em glutaraldeido 2.5% em tampé&o
fosfato 0,1M, pH 7.4 e para imuno-histoquimica, em solug¢do de Bouin. As coletas
foram autorizadas pelo ICMBio (SISBIO n° 77932-5) e seguiram os principios éticos
para uso de animal sendo aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Federal de Sao Carlos (CEUA n°® 8972160123).

2.4. Analise Quimica

Para a analise de metais, a agua foi acidificada com HNO3 2%, e as amostras
de sedimento, plasma, branquias e rins, foram digeridas por 24 horas a 100 °C em 3
mL de HNOs destilado, 750 uL de HCI destilado e 250 pL de H202, e filtradas em filtro
de nitrocelulose de 0,45 ym. As amostras digeridas foram mantidas a 4 °C até serem
analisadas. Os brancos foram constituidos apenas com os acidos, sem a amostra
bioldgica, seguindo o mesmo procedimento. Foram analisados 27 elementos (Al, Ti,
V, Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, As, Se, Rb, Sr, Y, Zr, Nb, Mo, Ag, Cd, Sn, Ba, La, Ce, W, Hg,
Pb e Bi), em ftriplicata, em cada amostra, utilizando Espectrobmetro de Massas de
Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-MS, Agilent 7500cx, Agilent Technology USA),
equipado com um amostrador automatico ASX-100 (CETAC Technologies, Omaha,
NE).

2.5. Osmolalidade e concentragcio de ions no plasma

A osmolalidade foi medida em semi-microosmdmetro por ponto de
congelamento (Precision systems Inc, Micro-osmette Automatic High, 5004 ) utilizando
50 pyL de amostra de plasma. A osmolalidade foi expressa em mOsm kg'. As
concentracdes de ions Na* e K* foram medidas utilizando um fotdbmetro de chama
(Digimed, Dm-61, Digimed, Brasil), e a concentragdo de ion CI foi determinada
utilizado kit comercial (Labstest, Brasil) em leitor de microplaca Molecular Devices
SpectraMax M5 (Molecular Devices, San Jose, CA, EUA). As concentragdes de ions

foram expressas em mEq L.
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2.6. Determinacao da proteina total

O teor da proteina total nas amostras de branquias e rins foram determinadas
de acordo com o método de Bradford (Bradford, 1976), com adaptacdo para leitura
em microplaca (Molecular Devices SpectraMax M5) utilizando albumina bovina como
padrdao conforme Kruger (1994). A absorbancia das amostras foi medida em A = 595

nm.

2.7. Determinacgédo da atividade da Na*/K* ATPase e H* ATPase

A atividade da Na*/K*-ATPase e a H*"ATPase foram medidas nas branquias e
rins, seguindo o método de Gibbs e Somero (1989) com adaptagéo para leitura em
microplaca descritas por Kultz e Somero (1995) e Gonzales et al. (2005) e ambas
foram expressas em pmol ATP mg pt'.h-'. O método se baseia na desfosforilagdo do
ATP para a oxidagdo do NADPH (fosfato de dinucleétido de nicotinamida e adenina).
Cada amostra de branquias e de rins foram homogeneizadas em tamp&o SEID
(sacarose 150 mM, EDTA 10Mm, imidazol 50 mM; desoxicolato de sédio 2.5 mM) e
centrifugadas por 7 min a 3200 rpm a 4 °C, o sobrenadante foi utilizado para
determinar a concentracao de proteina e a atividade das ATPases. As leituras foram
feitas em um leitor de microplacas SpectraMax M5 (SpectraMax ® M5, Molecular
Devices, EUA), em quadriplicata, a 340 nm com leitura em intervalos de 30 s durante
10 min. Cada pogo da microplaca continha 5 uL de amostra homogeneizada e 195 pL.
de tampao de reacao (imidazol 30 mM, NaCl 45 mM, KCI 15 mM, MgClz * 6H20 3
mM, KCN 0.4 mM, ATP 1 mM, NADH 0.2 mM, pyruvate kinase 3 U/mL, LDH 2 U/mL,
frutose 0.1 mM, PEP 2 mM) puro ou com ouabaina 2 mM ou com NEM 2 mM. A
atividade da Na*/K*-ATPase foi medida na parte sensivel a ouabaina e a atividade da

H*- ATPase medida na fragdo sensivel ao N-ethylmaleimide (NEM).

2.8. Atividade da Anidrase Carbdnica (AC)

A atividade da AC, nas branquias e rins foi medida seguindo o método de Vitale
et al. (1999), que se baseia na catalise de uma solugao de COz2 pela enzima AC. As
amostras de branquias e rins foram homogeneizadas em tampao SEID, e

centrifugados a 10,000 rpm durante 5 min a 4 °C, o sobrenadante foi utilizado para
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determinar a concentracdo de proteina e a atividade da AC. A quantificagdo da
atividade dessa enzima é efetuada em meio de reagéo (manitol 225 mM, sacarose 75
mM e tris-fosfato 10 mM) pH 7,4 no qual foi adicionado 5 pL da amostra
homogeneizada e 1 mL de agua destilada saturada com CO2 a aproximadamente 2,5
°C. Areducéao do pH foi medida em intervalos de 5 s ao longo de 30 s utilizando um
pHmetro (Jenway 3510, Reino Unido). A atividade enzimatica foi determinada pela
razao entre a declividade da reta correspondente a taxa catalisada e a taxa néao
catalisada (U mg pt™)

2.9. Determinacao da densidade e area fracional de iondcitos na superficie branquial

As amostras, previamente fixadas em glutaraldeido 2,5% em tamp&o fosfato
0,1 M pH 7,4 foram desidratadas em série crescente de etanol e posteriormente
submersas em 1,1,1,3,3,3-hexadometildisilazano (HMDS). Apds secarem em
temperatura ambiente, as amostras foram fixadas em suportes de aluminio préprios
para microscopia eletronica de varredura (MEV) com auxilio de fita carbono dupla
face. Posteriormente as amostras de branquias foram cobertas com ouro 99% e
depois analisadas em microscépio eletronico de varredura (FEI Inspect S50) em
aumento de 6000 x para obter imagens digitais de iondcitos em 5 areas aleatérias no
epitélio do filamento de 5 peixes por local. As imagens foram analisadas no software
Imaged (1.54d). Foram calculadas a area fracional de iondcitos (IFA = Z(area de todos
os iondcitos/area da imagem)) expressa em % e a densidade de iondcitos (densidade

= [FA / média das areas dos iondcitos) expressa em mm? de filamento.

2.10. Imunohistéquimica contra a Na*/K* ATPase nos iondcitos

As amostras fixadas em Bouin foram desidratadas em bateria crescente de
etanol, diafanizadas em xilol (100%) e incluidas em parafina histolégica. Foram
realizados cortes longitudinais (8 ym) em microtomo (Micron Hm 360), as secgdes
foram desparafinizadas em xilol (100 %) e hidratadas em bateria decrescente de
etanol. Os cortes foram lavados por 10 min em tampao TBS-T com pH 7.4 (tris base
diluido (1:10), triton 0,5 mM). Para bloquear sitios de ligacdo nédo especificos, as
laminas com os cortes foram pré-incubados em camara umida com soro normal de

cabra 20% - NGS (Normal Goat Serum — Gibco Invitrogen) por 20 min, e depois foram



94

incubados overnight em camara umida a 20 °C com o primeiro anticorpo (a5,
Developmental Studies Hybridoma Bank, Universidade de lowa, EUA) anti unidade a-
Na*/K*-ATPase (1:500). Posteriormente, os cortes foram lavados em TBS-T e
incubados por 1 hora com o segundo anticorpo GAMPO (Goat anti-mouse peroxidase
— Chemicon international, USA) diluido (1:100). Os cortes foram lavados com tampao
salino Tris base diluido (1:10). Foi utilizado a coloragdo DAB-Ni (3.3’-diaminobenzidina
com sulfato niquel amoniacal) com H202 por 2 min para visualizar o complexo
antigeno-anticorpo nos iondcitos, a coloragéo foi interrompida com agua destilada. As
ldaminas com os cortes foram analisadas em microscopio de luz (Olympus BX51,
Denmark) com objetiva (40x) para capturar imagens digitais de 10 campos aleatérios
nas branquias e rins de O. niloticus (n = 5). A contagem de iondcitos (por mm? de

epitélio) nas branquias e area nos rins foram realizadas no software ImageJ.

2.11. Analise estatistica

Os testes de Shapiro Wilk e Levene foram utilizados para testar a normalidade
e a homogeneidade dos dados, respectivamente. As diferengas entre os pontos de
coleta foram determinadas aplicando ANOVA one-way ou teste de Kruskal-Wallis
seguido do teste post hoc de Tuckey ou Dunn, respectivamente, utilizando o software
SigmaPlot (V 12.5). As relagdes entre as variaveis foram exploradas pela analise de
componentes principais (PCA) utilizando o RStudio (V 4.3.1). As correlagdes entre os
biomarcadores e as concentracdes de metais foram avaliadas pela correlagdo de
Sperman utilizando o software Jamovi (V 2.4.11), foram consideradas correlagdes
acima de rs > 0,7 e rs < -0,7. A identificagdo das variaveis independentes que melhor
diferenciavam os locais de coleta foram determinados pela analise discriminante linear
(LDA). A avaliagédo da correspondéncia entre a concentragdo de metais e metaloides
nas amostras de agua, sedimento, branquias e rins e todos os biomarcadores foi
aplicada pela andlise de procrustes generalizada (GPA), que permitiu comparar o
grupo de variaveis pela configuragcdo de consenso entre elas. A LDA e a GPA foram
realizadas utilizando o software Statistica 7.1 (StatSoft Inc.). Todas as analises

consideraram limites de confianga de 95% (p<0,05).
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3. Resultados

3.1. Parametros fisico-quimicos da agua e concentragdo de metais e metaloides na
agua e sedimento

Os parametros fisico-quimicos da agua, assim como a concentragado de metais
na agua e no sedimento, mensurados em todas as lagoas, estdo apresentados no
Capitulo 2, nas Tabela 1, 2 e 3, respectivamente.

Como ja descrito, em Alegre, os niveis de oxigénio dissolvido e pH foram mais
baixos que nas demais lagoas. Em Maemba (M1 e M2), o pH apresentou os maiores
valores, mas nao diferiu de Carapebus. Em Carapebus a condutividade e salinidade
foram maiores. Em relagcdo aos metais/metaloides, Alegre apresentou as maiores
concentragéo de Fe, Ba, Ti e Ce na agua e de Ti, Mn, Ba, Ce, La e Rb no sedimento.
Carapebus apresentou as maiores concentragdes de Sr e Rb na agua e de Cr, As, Sr
no sedimento. Maemba, no ponto 1 apresentou as menores concentracées de Mo, Rb

e As na agua; no sedimento apenas a concentragao de Mo foi mais alta.

3.2. Concentracédo de metais no plasma, branquias e rins

As concentragcdes de metais e metaloides no plasma dos peixes estédo
apresentadas no Capitulo 2, na Tabela 5. Como ja descrito, as maiores concentragdes
de metais/metaloides no plasma foram encontradas nos peixes de Maemba M1 e M2

e as menores nos peixes de Alegre.

As concentracdes de metais e metaloides nas branquias e nos rins coletados
estdo apresentadas nas tabelas 1 e 2, respectivamente. Nas branquias, as
concentragdes mais altas de Mn, Rb, Ba, Ce foram nos peixes de Alegre, as de Se e
V nos peixes de Maemba M1 e M2, e as de Sr e Sn nos peixes de Carapebus. Nos
rins, as maiores concentracdes de Zn, Ba, Rb, Cr, Ni foram encontradas nos peixes
de Alegre, de V, Cu, As, Se, Mo e W nos peixes de Maemba M1 e M2, e de Sn na

Carapebus.
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Tabela 1. Concentragdo de metais e metaloides (mediana e valores do 1° e 3° quartil) nas branquias (ug g-') de O. niloticus coletados

em Alegre (A) e nas lagoas Maemba ponto 1 (M1) e ponto 2 (M2) e Carapebus (C). LOD: limite de deteccao; LOQ: limite de

quantificagcdo. Letras diferentes indicam diferencga significativa entre Alegre e as lagoas (p < 0,05).

Branquias

A M1 M2 C LOD LOQ
Al 182,9 (181,4 — 184,7)2 31,2 (24,5 - 53,0)° 128,3 (118,6 — 198,0)2 168,3 (58,4 — 316,8)2 0,214 0,528
Ti 3,0 (2,7-3,9)2 1,6 (1,6 —2,3)b 24 (21-25)% 29((24-4)5)° 0,059 0,143
\Y, 0,8(0,7-1,1)2 4,8 (4,5-4,8)° 3,7 (2,6 —4,4)"c 3,0 (2,3 -4,2)a 0,009 0,021
Cr 0,7 (0,6 -1,5)2 0,3(0,3-0,7)° 0,6 (0,4-0,8)2 0,7 (0,3-1,3)° 0,014 0,029
Mn 156,6 (110,7 — 179,2)2 14,1 (11,1 = 27,2)be 12,3 (11,8 —12,6)° 42,8 (41,8 -43,1)2¢ 0,035 0,069
Fe 509,7 (442,6 — 647,6)2 558,8 (350,1 — 630,9)2 395,9 (369,4 — 580,9) 2 300,7 (292,5 — 315,7)° 1,007 2,149
Ni 0,2(0,2-1,6)2 0,1(0,1-0,2)2 0,1(0,1-0,2)2 0,3(0,1-0,3)2 0,013 0,031
Cu 9,5(9,0-13,1)2 3,2(29-3,7)° 4,7 (3,9-6,9)%® 2,9(2,8-3,9)° 0,073 0,166
Zn 65,6 (62,9 —70,0)2 67,2 (63,4—-77,1)2 79,5 (63,2 —80,3)2 62,5 (57,0-76,1)2 0,795 1,613
As LOQ 0,2 (0,1-0,2)" 0,1(0,1-0,2)° 0,3 (0,1-0,4)" 0,039 0,087
Se 1,6 (1,5-1,9)° 34,6 (27,9 - 38,2)" 31,0 (27,1 -32,6)" 1,7(1,2-2,4)2 0,348 0,824
Rb 26,6 (24,0 - 31,6)2 8,3 (7,9 -8,8)° 9,5(7,7-15,1)%® 49 (4,8-5,5)°¢ 0,027 0,062
Sr 149,4 (111,6 — 228,0)2 107,9 (104,4 — 133,8)2 142,2 (140,5 — 148,4)2 432,3 (409,2 — 455,3) 0,012 0,027
Y 0,05 (0,05 - 0,09)2 0,02 (0,01 - 0,04)" 0,03 (0,02 - 0,03)" 0,03 (0,01 — 0,06) & 0,003 0,006
Zr 0,1(0,1-0,1)2 0,1(0,1-0,1)2 0,2 (0,1-0,2)2 0,1(0,1-0,2)2 0.033 0.078
Nb 0,006 (0,005 — 0,009) 2 0,004 (0,004 — 0,007)2 0,009 (0,007 — 0,01)" 0,009 (0,005 - 0,01)2° 0,002 0,0002
Mo 0,3 (0,1-0,3)2c 0,4 (0,3-0,4) 0,5(0,3-0,6)" 0,1(0,1-0,1)¢ 0,038 0,086
Ag <LOQ 3,7(35-57)2 1,8 (1,6 —1,9)° 4,6 (1,3-8,8)2° 0,030 0,076
Cd <LOD <LOQ <LOQ <LOQ 0.016 0.039
Sn <LOQ <LOQ <LOQ 0,2 (0,2-10,3) 0,011 0,025
Ba 55,6 (52,7 — 58,5)2 6,1 (5,1 —14,5)b 7.4 (6,4 —-9,6)° 4,5(2,8-10,5)° 0,019 0,045
La 0,1(0,1-0,2)2 0,01 (0,01 - 0,04)" 0,05 (0,04 — 0,1) ¢ 0,1 (0,03 -0,1)2° 0,003 0,006
Ce 0,5(0,4-0,8)2 0,02 (0,02 - 0,1)" 0,1(0,1-0,1)" 0,2(0,1-0,4)2 0,004 0,009
w 0,05 (0,04 — 0,06)2 0,06 (0,04 — 0,07)2 0,05 (0,04 — 0,08)2 0,03 (0,01 — 0,02)® 0.009 0.023
Hg <LOQ <LOQ <LOD <LOQ 0,048 0,091
Pb 0,5(0,5-0,6)2 0,5(0,5-1,2)2 0,4 (0,4-0,7)2 0,2(0,1-0,6)° 0.038 0.082
Bi <LOD <LOQ <LOD <LOD 0,085 0,212
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Tabela 2. Concentragdo de metais e metaloides (mediana e valores do 1° e 3° quartil) nos rins (ug g™') de O. niloticus coletados em

Alegre (A) e nas lagoas Maemba ponto 1 (M1) e ponto 2 (M2) e Carapebus (C). LOD: limite de detecgao; LOQ: limite de quantificagao.

Letras diferentes indicam diferenca significativa entre Alegre e as lagoas (p < 0,05).

A M1 M2 C LOD LOQ
Al 434,0 (1475 - 567,6) 17,0 (8,8 — 22,6)° 114,6 (40,5 — 189,5)2 119,4 (82,2 — 837,1)2 0,214 0,528
Ti 2,4 (0,2—-4,2)a 0,8 (0,4—-0,9)2 0,5(0,1-0,6)2 2,8 (1,5-15,9)2 0,059 0,143
v 1,9 (1,4-2,1)2 52 (4,7 —7,9)® 5,8 (3,1 —6,2)" 1,4 (0,6 - 3,8)2 0,009 0,021
Ccr 6,7 (6,2—7,0)2 <LoQ 1,9 (1,0-2,7)" 1,1 (0,7 - 1,6)® 0,014 0,029
Mn 16,5 (5,0 — 71,3)@ 4,0 (3,0 -4,4)b 3,5(2,2—-7,0)" 12,3 (2,4 — 31,4) 0,035 0,069
Fe56 807,2 (787,7 — 857,4) 403,7 (367 — 647,1)" 1192,8 (1161,0 — 1223,0)2 606,3 (569,4 — 634,0) 1,007 2,149
Ni 54 (2,1-9,3)2 0,3(0,2—0,5)" 0,4 (0,3 —0,4)" 0,4 (0,1—1,1)® 0,013 0,031
Cu 49,4 (45,7 — 86,2)%° 124,1 (115,8 — 131,6)" 110,5 (57,6 — 273,4) b 17,5 (14,6 — 34,5)2 0,073 0,166
Zn 147,2 (142,0 — 152,4) @ 86,5 (68,2 — 96,6)® 71,9 (71,8 — 72,9)® 76,5 (75,3 — 80,0)" 0,795 1,613
As <LoQ 0,6 (0,6 —0,9)2 0,7 (0,5-0,8)2 <LoQ 0,039 0,087
Se <LOQ 110,8 (75,2 — 125,5)2 104,7 (71,2 -109,6) @ 6,3 (4,9 6,6)° 0,348 0,824
Rb 26,0 (20,6 — 43,4)@ 14,2 (10,1 = 17,0)® 14,1 (7,7 — 18,4)® 8,5 (7,5—12,4)° 0,027 0,062
Sr 4,7 (1,5-6.63)% 1,6 (1,6—-2,1)2 4,5 (2,5 5,9)2 7,9 (7,2 - 8,5)® 0,012 0,027
Y 0,1 (0,03 -0,4)a 0,005 (0,0022 — 0,01)® 0,01 (0,0023 — 0,02) 2 0,1 (0,02 -0,2)2 0,002 0,0021
Zr <L0Q 0,04 (0,02 — 0,1)2 0,02 (0,01-0,1)2 0,2 (0,1-0,3)" 0,038 0,086
Nb <LOQ <LoQ 0,04 (0,03 - 0,05)@ 0,04 (0,03 — 0,06)@ 0,0002 0,002
Mo 1,5(1,3—1,8)2 3,6 (3,1 - 5,6)" 4,4 (1,8-19,6)° 1,7(1,3-1,8)2 0,038 0,086
Ag <LoQ 13,7 (5,1 — 26,7)@ 18,0 (0,6 — 40,7)@ 29,6 (12,4 — 114,0)2 0,030 0,076
cd 0,54 (0,51 — 1,88)2 1,2(1,0-1,4)2 2,03 (1,03 -2,08)@ 0,2 (0,2 - 0,3)" 0.016 0.039
Sn <LoQ <L0Q <L0Q 1,5 (1,4 —4,1) 0,011 0,025
Ba 31,6 (29,7 - 33,7)@ 6,4 (54 — 8,6)" 6,5 (4,7 —7,3)" 6,8 (1,4 —8,1)" 0,019 0,045
La 0,8 (0,5-1,5)a 0,01 (0,01 — 0,04)® 0,08 (0,01 -0,1)"e 0,3 (0,05 -0,6)° 0,003 0,006
Ce 2,2 (1,1-5,6)2 0,01 (0,01 —0,1)® 0,1 (0,02 — 0,3)b° 0,7 (0,1 - 1,4)% 0,004 0,009
w <LoQ 0,1 (0,05-0,1)2 0,1 (0,06 —0,1)2 <LoQ 0.009 0.023
Hg <LOQ 0,2 (0,2 -0,2)2 0,3 (0,2 — 0,4)a 0,6 (0,4 —0,8)° 0,048 0,091
Pb 2,0 (1,2 —4,4)a 1,5 (1,4-2,1)2 3,9 (2,1-4,8)° <LoQ 0.038 0.082
Bi <L0Q <LOD <LOD <LOD 0,085 0,212
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3.3. Osmolalidade e concentracio de ions no plasma

A osmolalidade plasmatica dos peixes da lagoa Maemba (M1) foram menor que
a osmolalidade plasmatica dos peixes dos demais locais, inclusive dos coletados em
M2, na mesma lagoa (Figura 1A). A concentragao de ions Na* e Cl-foram mais altas
no plasma dos peixes da Carapebus (Figura 1 B e D, respectivamente) e a

concentragédo K* foi menor no plasma dos peixes de Maemba M1 (Figura 1 C).
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Figura 1. A: Osmolalidade plasmatica de Oreochrmis niloticus, Concentragdo de ions no plasma de
Oreochrmis niloticus. B: ions Na*; C: ions K*; D: ions CI, coletados em Alegre (A), na lagoa Maemba
ponto 1 (M1) e ponto 2 (M2) e Carapebus (C). Os valores estao representados pela média £+ SEM (n =

12). Diferentes letras significam diferenga significativa entre Alegre e as lagoas (p < 0,05).

3.4. Atividade das ATPases e anidrase carbbnica nas branquias

A atividade da Na*/K*-ATPase foi maior nas branquias dos peixes coletados no
ponto 1 da Maemba e Carapebus, quando comparados com Alegre e o ponto 2 de

Maemba (Figura 2A). A atividade da H*-ATPase nas branquias foram menores na
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lagoa Maemba M1 e M2 (Figura 2B) e a atividade da anidrase carbdnica nao diferiu

entre as branquias dos peixes dos diferentes locais de coleta (Figura 2C).
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Figura 2. Atividade da Na*/K*-ATPase (A) e H*-ATPase (B) e anidrase carbdnica (C) nas branquias de
Oreochromis niloticus coletados em Alegre (A), na lagoa Maemba ponto 1 (M1) e ponto 2 (M2) e na
lagoa Carapebus (C). Os valores estao representados pela média £+ SEM (n=10). Diferentes letras

indicam diferenca significativa entre as lagoas (p < 0.05).

3.5. Atividade das ATPases e anidrase carbdnica nos rins

A atividade da Na*/K*-ATPase e H™-ATPase foi mais alta nos rins dos peixes
coletados no ponto 2 da Maemba e na Carapebus, e a mais baixa foi nos rins dos
peixes coletados no ponto 1 da lagoa Maemba (Figura 3A, 3B). Entretanto, a atividade
da anidrase carbdnica foi maior nos rins dos peixes coletados no ponto 1 da Maemba,

enquanto a menor atividade foi nos rins dos peixes da Carapebus (Figura 3C).
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Figura. 3. Atividade da Na*/K*-ATPase (A), H*-ATPase (B) e anidrase carbbnica (C) nos rins de
Oreochromis niloticus coletados em Alegre (A), na lagoa Maemba ponto 1 (M1) e ponto 2 (M2) e na
lagoa Carapebus (C). Os valores estao representados pela média £+ SEM (n=10). Diferentes letras

indicam diferenca significativa entre as lagoas (p < 0.05).

3.6. Densidade e area fracional de ionécitos (IFA) na superficie branquial

Os iondcitos tem como caracteristica, superficie cbncava e a presenca de
projecbes de microvilosidades na superficie apical, diferindo das células
pavimentosas, que por sua vez, possuem superficie convexa e a presenga de
microdobras na superficie apical. A superficie apical dos iondcitos no epitélio do
filamento das branquias de O. niloticus podem ser observadas na Figura 4.

A area fracional de ionécitos foi maior no epitélio dos filamentos das branquias
dos peixes coletados no ponto 1 da Maemba e a menor area fracional de ionocitos
nos peixes do ponto 2 da Maemba e da Carapebus (Figura 5A). Entretanto, n&o foi
observada diferenca entre a densidade de iondécitos nos filamentos das branquias dos

peixes nos diferentes locais de coleta (Figura 5B).
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Figura. 4. Electronmicrografias de varredura da superficie epitelial do filamento das branquias de
Oreochromis niloticus coletados em (A) Alegre, (B) Maemba ponto1, (C) Maemba ponto2 e (D)

Carapebus. Setas brancas indicam a superficie apical dos iondcitos. Barra de escala = 10 um
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Figura. 5. A: Area fracional de iondcitos (AFI) na superficie epitelial do filamento das branquias de
Oreochromis. niloticus e B: Densidade de iondcitos no filamento branquial, coletados em Alegre (A), na
lagoa Maemba ponto 1 (M1) e ponto 2 (M2) e na lagoa Carapebus (C). Os valores estao representados
pela média + SEM (n=5, andlise de 25 campos aleatdrios). Diferentes letras indicam diferenca
significativa entre as lagoas (p < 0.05).

3.7. Imunohistéquimica de iondécitos

A localizacdo imunohistoquimica das Na*/K*-ATPase nos iondcitos nas
branquias e nos rins podem ser observadas nas Figuras 6 e 8, respectivamente.

Nao foram observadas diferencas nos numeros de iondcitos, tanto nos
filamentos quanto nas lamelas, das branquias dos peixes coletados em cada local
(Figura 7).

Entretanto, a area de iondcitos nos tubulos renais foi maior em Alegre do que

nos rins dos peixes coletados em Maemba M1 e M2, e Carapebus (Figura 9).
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Figura 6. Localizagdo imunohistoquimica da enzima Na*/K*-ATPase nos iondcitos (preto) nos
filamentos e lamelas da branquias de Oreochromis niloticus coletados em (A) Alegre, (B) Maemba
ponto1, (C) Maemba ponto2 e (D) Carapebus. Barra de escala = 20 ym.
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Figura 7. londcitos nos filamentos (F) e nas lamelas (L) das branquias de Oreochromis niloticus
coletados em Alegre (A), na lagoa Maemba ponto 1 (M1) e ponto 2 (M2) e na lagoa Carapebus (C). Os
valores estdo representados pela média + SEM (n=5, analise de 10 campos aleatérios). Diferentes
letras, maiusculas para filamento e mindsculas para lamela, indicam diferenga significativa entre as
lagoas (p < 0,05).
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Figura 8. Localizagdo imunohistoquimica da enzima Na*/K*-ATPase nos iondcitos (preto) nos rins de
Oreochromis niloticus coletados em (A) Alegre, (B) Maemba ponto1, (C) Maemba ponto2 e (D)

Carapebus. Barra de escala = 20 uym.
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Figura 9. Area de iondcitos pela area de epitélio dos tibulos renais de Oreochromis niloticus coletados
em Alegre (A), na lagoa Maemba ponto 1 (M1) e ponto 2 (M2) e na lagoa Carapebus (C). Os valores
estdo representados pela média £+ SEM (n=5, analise de 10 campos aleatdrios). Diferentes letras
indicam diferenca significativa entre as lagoas (p < 0,05).
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3.8. Analise de componentes principais (PCA)

3.8.1 PCA - Parametros fisico-quimicos da agua e os biomarcadores

A PCA entre as variaveis dos parametros fisico-quimicos da agua e os
biomarcadores no plasma representou 68,9% (PC1 = 41,5% e PC2 = 27,4), nas
branquias: 57,3% (PC1 =33% e PC2 = 24,3%) e nos rins: 75,7% (PC1 =47,8% e PC2
=27,9%), respectivamente, da variagao total nos dois componentes principais de cada
analise (Figura 10).

A concentracao de ions Na*, K* e CI- foram agrupados aos parametros fisico-
quimicos de salinidade e condutividade na Carapebus (Figura 10A). AH*-ATPase nas
branquias dos peixes coletados em Maemba M1 teve relacdo inversa com o pH, e a
Na*/K*-ATPase nas branquias dos peixes de Carapebus teve relacido inversa com a
area fracional de iondcito (Figura 10B). A Na*/K*-ATPase e a H*-ATPase nos rins foi

agrupada com a salinidade e condutividade na Carapebus (Figura 10C).
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Figura 10. Andlise de componentes principais entre os parametros fisicos e quimicos da agua e os
biomarcadores no plasma (A) nas branquias (B) e nos rins (C). Cond: condutividade (mS cm"); Sal:
salinidade (%o); OD: oxigénio dissolvido (mg L); Temp: temperatura (°C); Osm: osmolalidade; Na: ions
Na*; K: ions K*; Cl: ions CI; I. Film: numero de iondcito no filamento; I. Lam: numero de iondcito na
lamela; DI: densidade de iondcito; AFI: area fracional de iondcitos; NKA: Na*/K* - ATPase; H.ATP: H* -
ATPase; A.C: anidrase carbdnica; |. Rins: area de iondécitos por area ddos tubulos renaia. As lagoas A-

Alegre, C — Carapebus, M1 — Maemba ponto 1, M2 — Maemba ponto 2.

3.8.2 PCA — Metais no plasma, nas branquias e nos rins e os biomarcadores

A PCA entre as variaveis dos metais no plasma, nas branquias e nos rins, e os
respectivos biomarcadores resumiram 48,5% (PC1 = 28,7% e PC2 = 19,8), 53,8%
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(PC1=32,7% e PC2 =21,1) e 58,4% (PC1 = 34% e PC2 = 24,4), respectivamente,
da variagao total nos dois componentes principais de cada analise (Figura 11).

Os ions CI- foram agrupados com o As no plasma dos peixes de Carapebus,
entretanto o restante dos metais no plasma nao foi agrupado com nenhum
biomarcador no plasma (Figura 11A). Nas branquias, a H*-ATPase foi agrupada com
o La, Cr, Al e Ti, mas ndo foram associados a nenhuma lagoa, e a Na*/K*-ATPase foi
agrupada com Ag, mas também ndo foi associada a nenhuma lagoa (Figura 11B). Nos
rins, a H*-ATPase foi agrupada com Ag, Nb e Hg nos peixes coletados em Carapebus
e a area dos iondcitos por area do epitélio dos tubulos renais foi agrupada aos metais

Rb, Ba, Zn, Cr e Ni nos rins dos peixes coletados em Alegre (Figura 11C).
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Figura 11. Analise de componentes principais entre os metais e os biomarcadores no plasma (A) nas
branquias (B) e nos rins (C). Osm: osmolalidade; Na: ions Na*; K: ions K*; Cl: ions CI; I. Film: numero
de iondcito no filamento; I. Lam: nimero de iondcito na lamela; DI: densidade de ionécito; AFI: area
fracional de iondcitos; NKA: Na*/K* - ATPase; H.ATP: H* - ATPase; A.C: anidrase carbdnica; |. Rim:
area de ionécitos por area de epitélio renal. As lagoas A- Alegre, C — Carapebus, M1 — Maemba ponto
1, M2 — Maemba ponto 2.

3.9. Analise de correlagéo de Spearman (rs <-0.70 e rs > 0.70)

A analise de correlacdo de Spearman possibilitou correlacionar as variaveis e
determinar a forga de interacédo pelo fator de correlacdo. Foi observado correlagao
entre os biomarcadores e os parametros fisico-quimicos da agua, sendo apontado
correlacao entre pH e H*-ATPase nas branquias (rs = -0,78) e a salinidade com a area
de iondcito nos rins (rs = -0,70). A analise entre os metais e biomarcadores nas
branquias apontou correlagao entre a atividade da H*-ATPase com os metais V (rs = -
0,72) e Mn (rs =0,76) e, nos rins, apontou correlagdo entre a atividade da Na*/K*-
ATPase e da H*-ATPase com Nb (rs = 0,71 e rs = 0,74, respectivamente). Entretanto,
nenhuma correlagédo foi apontada entre os metais no plasma e a osmolalidade ou a

concentracao de ions plasmaticos.

Correlagao entre os parametros fisico-quimicos e a concentracdo de metais,
tanto na agua quanto no sedimento. Sendo que na agua foi observado correlagéao
entre o pH com Mo (rs = 0,74), condutividade e salinidade com Ba (rs = -0,81 e rs = -
0,82, respectivamente), e no sedimento foi observado correlagao entre condutividade
e salinidade com Nb (rs = 0,7 e rs = 0,71, respectivamente), Ag (rs = 0,78 e rs = 0,79
respectivamente) e W (rs = 0,77 e rs = 0,78, respectivamente).

3.10. Analise discriminante linear (LDA)

A LDA foi utilizada para identificar quais biomarcadores foram determinantes
para explicar as diferengcas espaciais. Neste trabalho foram utilizados 12
biomarcadores no total. A LDA apontou que entre os 12 biomarcadores, 9 diferenciam
os pontos de coleta (H*- ATPase nos rins e nas branquias, a area de iondécitos nos
rins, @ NKA e a anidrase carbbnica nos rins, a NKA e o numero de iondcitos nas

lamelas das branquias, a osmolalidade plasmatica e a anidrase carbbdnica nas
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branquias). Para uma classificacdo 100% correta foram necessarios 10 desses

biomarcadores.

3.11. Analise de procrustes generalizada (GPA)

A GPA foi utilizada para avaliar a correspondéncia entre os parametros fisico-
quimicos da agua, as concentragdes de metal na agua, sedimento, plasma, branquias
e rins de O.niloticus coletados nas lagoas e em Alegre, e os biomarcadores utilizados
no plasma, nas branquias e nos rins. A soma dos eixos da GPA explicou 83,5% da
variancia total, sendo o primeiro eixo = 44,2% e o segundo eixo = 39,3% (Figura 12).
A configuragédo de consenso dos grupos formados pelos conjuntos de dados separou
os locais de coleta. Entretanto, apesar do consenso dos grupos de Alegre estarem
mais distantes dos consensos das lagoas, o eixo 1 (CP1) separou Alegre e Maemba

ponto 1 de Carapebus e Maemba ponto 2.

Os grupos de dados mais afastados do consenso dos pontos de coleta foram
0s biomarcadores no plasma em Alegre e Maemba ponto 2, e os biomarcadores nos
rins em Maemba ponto 2. No entanto, os grupos de dados que apresentam fortes
correspondéncias sdo os biomarcadores nas branquias e metais nas branquias em
Alegre, e biomarcadores nas branquias e metais na agua em Maemba ponto 1 e 2 e

Carapebus.
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Figura 12. Biplot de GPA considerando os parametros fisico-quimicos, as concentragdes de metais na
agua e no sedimento, no plasma, nas branquias e nos rins, e os biomarcadores medidos no plasma,

nas branquias e nos rins de O. niloticus, coletados em Alegre, Maemba ponto 1 e 2, e Carapebus.

4. Discussao

Os parametros fisico-quimicos da agua, incluindo o oxigénio dissolvido (OD), o
pH e a salinidade, podem influenciar na mobilidade dos metais, sendo, a variagao de
pH, uma das variaveis mais importantes nesse processo (USEPA, 2007). Em
condigdes alcalinas, como observado na lagoa Maemba (M1 e M2), os metais tendem
a precipitar como oxidos e hidroxidos, diminuindo sua biodisponibilidade, exceto pela
formagdo de hidroxidos de metais alcalinos (exemplo: AP* e Ba?), e
consequentemente diminuindo sua toxicidade (Cornelis e Nordberg, 2007).
Entretanto, para alguns metais como Pb, ambientes alcalinos podem aumentar seu
efeito toxico (Grosell et al. 1993, Grosell et al. 2006) ou nao influenciar, como ocorre
com o Cd (Niyogi et al. 2008). Apesar do comportamento dos metais em ambiente
alcalino ter a tendencia a precipitar no sedimento, os ions metalicos estdo mais
biodisponiveis, pois a competicao entre os ions metalicos e o ions H* € menor (Grosell
et al. 2006 ; Niyogi et al. 2008 ) isso explicaria o porqué da Maemba apresentar menos

metais com concentragdes altas na agua do que as demais lagoas e ainda assim
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apresentar concentracdes de metais acumuladas no plasma, nas branquias e nos rins

semelhantes as concentragdes acumuladas nos tecidos dos peixes dos demais locais.

A osmolalidade plasmatica dos peixes teledsteos geralmente varia entre 260 a
380 mOsm kg! (Evans e Claiborne, 2009). Embora os peixes do ponto 1 da Maemba
tenham exibido a osmolalidade menor que o plasma dos peixes de Carapebus e
Alegre, todos permaneceram dentro do intervalo de 310 a 350 mOsm kg™'. Isso sugere
que os peixes foram capazes de manter o equilibrio osmético mesmo em condicoes
diferentes. A maior concentracdo de ions Na* e ClI no plasma dos peixes da
Carapebus pode estar associada a maior disponibilidade desses ions na lagoa, devido

suas caracteristicas salobras.

A Na*/K*-ATPase € a principal enzima responsavel pelos mecanismos de
transporte de ions Na* e K*. Em ambientes com alteracdes de salinidade, como ocorre
na lagoa Carapebus, a NKA pode ser afetada (Lee et al., 2000). Alguns estudos como
os de Kammerer et al., (2009) em Oreochromis mossambicus, Yan et al., (2018) em
Schizothorax prenanti, e Mohamed et al., (2021) em O. niloticus, mostraram aumento
da atividade da NKA pela exposicao a diferentes salinidades, isso corrobora com os
resultados observados neste estudo, pois a maior atividade da Na*/K*-ATPase nas
branquias foi observada nos peixes de Carapebus.

A atividade da anidrase carbdnica esta relacionada com a hidratagdo do CO:2
gerando HCOs e H* (Hwang e Lee, 2007). A H*-ATPase atua na regulagdo do pH
intracelular, bombeando os ions de H* para fora da célula e participa indiretamente da
absorcao de Na*. A cada H* eliminado, um Na* entra no organismo para a manutengao
do eletroneutralidade do sistema biolégico. Foi observado neste estudo que a
atividade da anidrase carbOnica nao diferiu entre os peixes das lagoas, entretanto, a
atividade da H*-ATPase foi menor nas branquias dos peixes de Maemba (ponto 1 e 2)
quando comparado aos de Alegre e Carapebus. A eliminagédo dos ions H* resultantes
da hidratacao do CO2 pela anidrase carbbnica nas branquias dos peixes de Maemba
podem estar sendo eliminados pelo trocador Na*/H* e isso pode estar relacionado
com o pH da Maemba que € mais alcalino.

A densidade de iondcitos na superficie branquial em contato com o meio
aquaticos né&o diferiu entre os peixes das diferentes lagoas, sugerindo que, para
manter o equilibrio osmaético os peixes utilizaram outros mecanismos, como por

exemplo a variagdo da area fracional. Como mostrado por Greco (1996), o aumento
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da area fracional de iondcitos favorece a absorcédo de ions. Com base nos resultados
observados neste estudo, supbde-se que os peixes do ponto 1 da Maemba
apresentaram a maior area fracional dos iondcitos nas branquias como estratégia para
manter a osmolalidade. A menor area fracional dos iondcitos nos peixes de Maemba
ponto 2, é dificil de explicar uma vez que esses peixes apresentaram homeostasia
iGnica.

Por outro lado, os peixes de Carapebus apresentaram estratégia oposta, na
qual a menor area fracional de ionécitos pode ser interpretada como um mecanismo
de regulagao para limitar a absorgcao de ions por difusdo em resposta a salinidade,
considerando a correlagao positiva apresentada por Perry et al. (1992) entre a area
de iondcitos e a taxa de captagdo de ions em peixes de agua doce. Entretanto, é
importante enfatizar que em peixes de ambientes salinos, a principal fungdo dos
iondcitos é a excregao de ions Na* e ClI- uma vez que ganham esses ions por difusao

e precisam excreta-los ativamente para manutengdo da homeostasia idnica.

A atividade da Na*/K*-ATPase mais alta nos rins & esperado, pois ela é a
principal responsavel por manter os gradientes eletroquimicos necessarios para a
secrecao e reabsorgado nos tubulos renais (Nishimura e Fan, 2003). Em ambientes
hiperosmoéticos, os peixes tendem a perder agua para o ambiente por osmose, um
mecanismo compensatdrio para essa perda envolve a reabsorgao de agua pelos rins,
produzindo urina em menor quantidade e mais concentrada. Para ocorrer a
reabsor¢cdo de agua pelos tubulos renais é necessario um gradiente osmaotico que
favoreca a reabsorgao, resultado da atividade da Na*/K*-ATPase que é responsavel
pela regulagao do gradiente eletroquimico (Marshall e Grosell 2005). A atividade da
Na*/K*-ATPase observada nos rins dos peixes de Carapebus foi mais alta que a
observada nos peixes do ponto 1 da Maemba e do que a Alegre, isso sugere uma
maior demanda dessa atividade para gerar um gradiente favoravel para a reabsorg¢ao
de agua e consequentemente, a produg¢ao de urina mais concentrada. Entretanto, nos
peixes do ponto 2 da Maemba, a Na*/K*-ATPase nos rins pode estar refletindo a
necessidade de reabsorcao de Na*, visto que em peixes de agua doce a tendéncia &
que 0s peixes percam ions para o meio. Dessa forma € necessario a reabsorcéo, que
ocorre por influéncia do gradiente eletroquimico gerado pela atividade da Na*/K*-

ATPase (Tang et al., 2010) e a atividade da Na*/K*-ATPase nas branquias desses
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peixes foi menor. A reabsorgcao ocorre pelos canais de Na* e trocadores como Na*/H*

que estao localizados na membrana apical (Perry, 1997).

O acumulo de Cu pode interferir na regulagao dos ions Na*, comprometendo a
atividade da Na'/K*-ATPase e consequentemente inibindo o transporte desse ion
(Playle et al.,1992 e 1993). A presencga do Cu no meio aquatico muitas vezes pode ser
proveniente de aguas residuais industriais e por deposicdo de material particulado
atmosférico de industrias metalurgicas (Davis et al., 2000), padrées que se alinham

com fatores ambientais presentes na lagoa Maemba.

Foi observado que os peixes do ponto 1 da Maemba apresentaram a menor
atividade da Na*/K*-ATPase e da H*-ATPase nos rins, isso pode estar associada com
a concentracdo de Cu nesse tecido. Entretanto, um padrao oposto ocorreu nos peixes
da Maemba 2, as quais apresentaram a maior atividade dessas enzimas nos rins,
junto com os peixes de Carapebus. Embora a atividade da Na'/K*-ATPase e H*-
ATPase ter sido diferente entre os peixes do ponto 1 e do ponto 2 da Maemba, a
concentracdo de Cu nos rins desses peixes nao diferiram. As diferencas observadas
em Maemba ponto 1 e ponto 2, pode estar associada a alguma interagao do Cu ou
competicdo com outro metal resultando em respostas diferentes nesses peixes. Além
disso, a analise de outros metais revelou concentragbes semelhantes entre os peixes
dos dois pontos, sugerindo que as diferengas nas atividades ATPases nao podem ser
completamente atribuidas as diferentes concentracbes de metais. Portanto, sao
necessarias investigagdes adicionais para esclarecer as respostas observadas nos

rins desses peixes.

O aumento da concentragédo de Sr na agua no estudo conduzido por Klaczek
et al., (2022) ndo afetou a atividade da Na*/K*-ATPase e da H*-ATPase; no caso da
lagoa Carapebus, a analise de correlagdo e a PCA também nao relacionaram a
atividade dessas enzimas a concentracdo de Sr, dessa forma o que pode estar
fazendo com que a atividade dessas enzimas nas branquias dos peixes de Carapebus
diferencie dos peixes da Maemba e Alegre seja a salinidade. Assim como apontado
por Klacazek et al., (2022), o Sr na coluna d’agua na lagoa Carapebus foi absorvido e
acumulado de forma significativa nos tecidos das branquias. Na lagoa Carapebus
foram observados acumulacdo de Sr tanto nas branquias quanto nos rins superiores
a acumulacao nesses tecidos dos peixes dos outros locais, entretanto a concentragao

no plasma n&o diferiu possivelmente devido a transferéncia desse metal para os
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tecidos de outros 6rgaos como observado nas branquias e rins dos peixes em

Carapebus.

Os peixes coletados no ponto 2 da Maemba tiveram respostas semelhantes as
observadas nos peixes de Carapebus. Entretanto, é relevante ressaltar que as lagoas
diferem em caracteristicas como o pH e a salinidade, levantando questdes sobre quais
fatores podem estar relacionados com os resultados observados. Portanto, s&o
necessarias investigagées mais aprofundadas para compreender os mecanismos

envolvidos nessas respostas.

5. Conclusao

A analise dos mecanismos de regulagao osmoética e ibnica é fundamental para
compreender os efeitos dos contaminantes na sobrevivéncia de Oreochromis niloticus
em lagoas proximas a atividades metalurgicas. Nesse contexto, é essencial considerar
os parametros fisico-quimicos da agua, pois estes podem influenciar na especiagao
dos contaminantes, incluindo metais, e impactar indiretamente a atividade das
enzimas envolvidas na osmorregulacado dos peixes. Caracteristicas como o pH mais
alcalino da lagoa Maemba e as condi¢des de agua salobra de Carapebus afetaram os
mecanismos bioquimicos e morfoldgicos responsaveis pela regulagdo osmoética e

ibnica.

Baseando-se nas caracteristicas das lagoas, esperava-se que as respostas nos
mecanismos osmorregulatorios fossem distintas. No entanto, os mecanismos
observados nos rins dos peixes do ponto 2 da Maemba e de Carapebus indicaram
ajustes bioquimicos e morfologicos semelhantes. Apesar das condi¢gdes ambientais
diversas em Alegre, Maemba e Carapebus, a osmolalidade dos peixes se manteve
dentro dos parametros estabelecidos para O. niloticus. Isso demonstra que, apesar
dos desafios ambientais, os peixes localizados proximos as atividades metalurgicas e
em Alegre, influenciados por outras atividades, conseguiram manter condi¢des
internas favoraveis para o funcionamento metabdlico. Este estudo destaca a
complexibilidade das interacbes nos ambientes naturais e a necessidade de
investigacoes adicionais para compreender melhor os mecanismos osmorregulatorios

em peixes de lagoas proximas a atividades metalurgicas.



115

Referéncia

AFOLALU, S.A., IKUMAPAYI, O.M., OGEDENGBE, T.S., KAZEEM, R.A., OGUNDIPE,
A.T.. Waste pollution, wastewater and effluent treatment methods—an overview.
Materials Today: Proceedings. 62, 3282-3288, 2022.
https://doi.org/10.1016/j.matpr.2022.04.231

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

BIANCHINI, A.P.; CARVALHO DE CASTILHO, P. Effect of zinc exposure on oxygen
consumption and gill Na+, K+-ATPase of the Estuarine Crab Chasmagnathus
granulate Dana, 1851 (Decapoda-Grapsidae). Bulletin of Environmental
Contamination and Toxicology. 62, 63-69, 1999.
https://doi.org/10.1007/s001289900842

CHEN, Y., ZHANG, S.H., HUANG, D.S., LI, B.L,, LIU, J.G., LIU, W.J., MA, J., WANG,
F., WANG, Y., WU, S.J.. The development of China’s Yangtze River Economic Belt:
how to make it in a green way? Science Bulletin. 62 (9), 648-651, 2017.
https://doi.org/10.1016/j.scib.2017.04.009

CHEN, L., ZHOU, S., WU, S., WANG, C., HE, D.. Concentration, fluxes, risks, and
sources of heavy metals in atmospheric deposition in the Lihe River watershed, Taihu
region, eastern China. Environmental Pollution. 255, 113301, 2019.
https://doi.org/10.1016/j.envpol.2019.113301

CORNELIS, R., NORDBERG, M.. General chemistry, sampling, analytical methods,
and speciation. In. In: Gunnar FN, Bruce AF, Monica N, Lars TF (eds) Handbook on
the toxicology of metals, 3rd edn. Academic Press, Burlington, pp 197-208, 2007.

CUl, Y, JI, D., HE, J., KONG, S., WANG, Y.. In situ continuous observation of hourly
elements in PMz5 in urban Beijing, China: occurrence levels, temporal variation,
potential source regions and health risks. Atmospheric Environment. 222, 117164,
2020. https://doi.org/10.1016/j.atmosenv.2019.117164

DAVIS, R.A.,, JR.; WELTY, A.T.; BORREGO, J.; MORALES, J.A.; PENDON, J.G;
RYAN, J. Rio Tinto estuary (Spain): 5000 years of pollution. Environmental Geology.
39, 1107-1116, 2000. https://doi.org/10.1007/s002549900096

DUARTE, I|.D., SILVA, N.H.V.F., SOUZA, |.C. OLIVEIRA, L.B., ROCHA, L.D.,
MOROZESK, M., BONOMO, M.M., PEREIRA, T.A. DIAS, M.C., FERNANDES, V.O.,
MATSUMOTO, S.T. Water quality of a coastal lagoon (ES, Brazil): abiotic aspects,
cytogenetic damage, and phytoplankton dynamics. Environmental Science and
Pollution Research. 24, 10855-10868, 2017. https://doi.org/10.1007/s11356-017-
8721-2



116

EL ZRELLI, R., YACOUBI, L., WAKKAF, T., CASTET, S., GREGOIRE, M., MANSOUR,
L., COURJAULT-RADE, P., RABAOUI, L.. Surface sediment enrichment with trace
metals in a heavily human-impacted lagoon (Bizerte Lagoon, Southern Mediterranean
Sea): Spatial distribution, ecological risk assessment, and implications for
environmental protection. Marine Pollution Bulletin. 169, 112512, 2021.
https://doi.org/10.1016/j.marpolbul.2021.112512

EVANS, D.H., PIERMARINI, P.M., CHOE, K.P.. The multifunctional fish gill: dominant
site of gas exchange, osmoregulation, acid-base regulation, and excretion of
nitrogenous waste. Physiological. Reviews. 85 (1), 97-177, 2005.
https://doi.org/10.1152/physrev.00050.2003

EVANS D. H., CLAIBORNE J. B.. “Osmotic and ionic regulation in fishes,” in Osmotic
and ionic regulation. Cells and animals. Editor D. H. Evans (Boca Raton, FL, Oxford,
New York: CRC Press), 295-366, 2009.

FERNANDES, M.N., MORON, S.E., SAKURAGUI, M.M.. Gill morphological
adjustments to environment and gas exchange function in: Fernandes, MN., Rantin,
F.T., Glass, M.L., Kapoor, B.G. (Eds.), Fish Respiration and Environment Science
Publishers, New Hampshire, pp. 93-120, 2007.

FERNANDES, M.N.. Gills: Respiration and lonic-Osmoregulation, Chapter 15, 246-
266. In: Histology of Fishes (K. Formicki, F. Kirschbaum, Eds.), CRC Press, Boca
Raton, FI, USA, pp 448. 2020.

GIBBS, A., SOMERO, G. N.. Pressure adaptation of Na+/K+-ATPase in gills of marine
teleosts. Journal Experimental Biology. 143, 475-492, 1989.
https://doi.org/10.1242/jeb.143.1.475

GONG, X., DING, Q., JIN, M., ZHAO, Z., ZHANG, L., YAO, S., XUE, B.. Recording and
response of persistent toxic substances (PTSs) in urban lake sediments to
anthropogenic activities. Science of The Total Environment. 777, 145977, 2021.
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2021.145977

GRECO, A., FENWICK, J. & PERRY, S.. The effects of soft-water acclimation on gill
structure in the rainbow trout Oncorhynchus mykiss. Cell and Tissue Research. 285,
75-82, 1996. https://doi.org/10.1007/s004410050622

GROSELL, M., GERDES, R., BRIX, K.V. Influence of Ca, humic acid and pH on lead
accumulation and toxicity in the fathead minnow during prolonged water-borne lead
exposure. Comparative Biochemistry and Physiology Part C: Toxicology &
Pharmacology. 143, 473-483, 2006. https://doi.org/10.1016/j.cbpc.2006.04.014

HWANG, P.P.; LEE, T.H.. New insights into fish ion regulation and mitochondrion-rich
cells. Comparative Biochemistry and physiology. Part A, Molecular & Integrative
Physiology. 148, 479-497, 2007. https://doi.org/10.1016/j.cbpa.2007.06.416

HOMMEN, U., BAVECO, J., GALIC, N. AND VAN DEN BRINK, PJ.. Potential
application of ecological models in the European environmental risk assessment of
chemicals |: Review of protection goals in EU directives and regulations. Integrated



117

Environmental Assessment and Management. 6, 325-337, 2010.
https://doi.org/10.1002/ieam.69

KAMMERER, B.D., SARDELLA, B.A., KULTZ, D.. Salinity stress results in rapid cell
cycle changes of tilapia (Oreochromis mossambicus) gill epithelial cells. Journal of
Experimental Zoology Part A: Ecological Genetics and Physiology. 311(2), 80-90,
2008. https://doi.org/10.1002/jez.498

KLACZEK, C.E., SAARI, G.N., VEILLEUX, H.D., MIELEWCZYK, D.A., GOSS, G.G.,
GLOVER, C.N.. Acute waterborne strontium exposure to rainbow trout: Tissue
accumulation, ionoregulatory effects, and the modifying influence of waterborne
calcium. Aquatic Toxicology. 245, 106125, 2022.
https://doi.org/10.1016/j.aquatox.2022.106125

KULTZ, D.; SOMERO, G.N. Osmotic and thermal effects on in situ ATPase activity in
permeabilized gill epithelial cells of the fish Gillichthys mirabilis. Journal Experimental
Biology. 98, 1883-1894, 1995. https://doi.org/10.1242/jeb.198.9.1883

LEE, T.H.,, HWANG, P.P.,, SHIEH, Y.E., LIN, C.H.. The relationship between "deep-hole'
mitochondria-rich cells and salinity adaptation in the euryhaline teleost, Oreochromis
mossambicus. Fish Physiology and Biochemistry. 23, 133-140, 2000.
https://doi.org/10.1023/A:1007818631917

MARSHALL, W.S., GROSELL, M.. lon transport, osmoregulation, and acid-base
balance. In: Evans, D.H., Claiborne, J. (Eds.), The Physiology of Fishes. CRC Press,
Boca Raton, pp. 177-230, 2005.

MOHAMED, N., SAAD, M., SHUKRY, M., EL-KEREDY, A.M.S., NASIF, O., DOAN,
H.V., DAWOOD, M.A.O.. Physiological and ion changes of Nile tilapia (Oreochromis
niloticus) under the effect of salinity stress. Aquaculture Reports. 19. 100567, 2021.
https://doi.org/10.1016/j.aqrep.2020.100567

MORIN-CRINI, N., LICHTFOUSE, E., LIU, G. BALARAM, V., RIBEIRO, A.R.L., LU, Z,,
STOCK, F., CARMONA, E., TEIXEIRA, M.R., PICOS-CORRALES, L.A., MORENO-
PIRAJAN, J.C., GIRALDO, L., LI, C., PANDEY, A., HOCQUET, D., TORRI, G., CRINI,
G.. Worldwide cases of water pollution by emerging contaminants: a review.
Environmental Chemistry Letters. 20, 2311-2338, 2022.
https://doi.org/10.1007/s10311-022-01447-4

NISHIMURA, H., AND FAN, Z.. Regulation of water movement across vertebrate renal
tubules. Comparative Biochemistry and Physiology Part A: Molecular &
Integrative Physiology. 136, 479-498, 2003. https://doi.org/10.1016/S1095-
6433(03)00162-4

NIYOGI, S., KENT, R., WOOD, C.M.. Effects of water chemistry variables on qill
binding and acute toxicity of cadmium in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss): a biotic
ligand model (BLM) approach. Comparative Biochemistry and Physiology Part C:
Toxicology & Pharmacology. 148, 305-314, 2008.
https://doi.org/10.1016/j.cbpc.2008.05.015



118

PERRY, S.F., GOSS, G.G., LAURENT, P.. The interrelationships between gill chloride
cell morphology and ionic uptake in four freshwater teleosts. Canadian Journal of
Zoology. 70, 1775-1786, 1992. https://doi.org/10.1139/z92-245

PERRY, S.F. The chloride cell: structure and function in the gills of freshwater fishes.
Annual Review of Physiology. 59, 325-347, 1997.
https://doi.org/10.1146/annurev.physiol.59.1.325

PLAYLE, R.C., GENSEMER, R.W., DIXON, D.G.. Copper accumulation on gills of
fathead minnows: Influence of water hardness, complexation and pH on the gill micro-
environment. Environmental Toxicology and Chemistry. 11: 381-391, 1992.
https://doi.org/10.1002/etc.5620110312

PLAYLE, R.C., DIXON, D.G., BURNISON, K.D.. Copper and cadmium binding to fish
gills: Estimates of metal—gill stability constants and modeling of metal accumulation.
Canadian Journal of Fisheries and Aquatic Sciences. 50, 2678-2687, 1993.
https://doi.org/10.1139/f93-291

SANCHO, E., FERNANDEZ-VEJA, C., FERRANDO, M.D., ANDREU-MOLINER, E..
Eel ATPase activity as biomarker of thiobencarb exposure. Ecotoxicology and
Environmental Safety. 56, 434—-441, 2003.

SANTOS, J.M., REIS, N.C., GALVAQ, E.S,, SILVEIRA, A., GOULART, E.V,, LIMA, A.T..
Source apportionment of settleable particles in an impacted urban and industrialized
region in Brazil. Environmental Science and Pollution Research. 24, 22026-22039,
2017. https://doi.org/10.1007/s11356-017-9677-y

SANTOS, J.M.; JUNIOR, N.C.R.; GALVAO, E.S.. Material particulado na atmosfera
urbana e suas interagées com a saude humana. Goiania: Editora: Alta Performance
— 12 edicao, 2022.

SOUZA, 1.D.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.. Interrogating pollution sources in a mangrove food web using
multiple stable isotopes. Science of The Total Environment. V: 640-641, 501-511,
2018. https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2018.05.302

TANG, C. H., WU, W. Y., TSAI, S. C., YOSHINAGA, T., AND LEE, T. H.. Elevated
Na+/K+-ATPase responses and its potential role in triggering ion reabsorption in
kidneys for homeostasis of marine euryhaline milkfish (Chanos chanos) when
acclimated to hypotonic fresh water. Journal of Comparative Physiology B.180,
813-824, 2010. https://doi.org/10.1007/s00360-010-0458-x

USEPA. United States Environmental Protection Agency. Framework for metals risk
assessment. Office of the Science Advisor, Risk Assessment Forum. Washington, DC:
EPA/120/R-07/001. 2007

VIEIRA, V.S. E MENEZES, R.G. Geologia e Recursos Minerais do Estado do Espirito
Santo. CPRM, Belo Horizonte, 289 p. 2015.



119

VIJAYAVEL, K.; GOPALAKRISHNAN, S.; BALASUBRAMANIAN, M. P. Sublethal effect
of silver and chromium in the green mussel Perna viridis with reference to alterations
in oxygen uptake, filtration rate and membrane bound ATPase system as biomarkers.
Chemosphere. 69, 979-986, 2007.
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2007.05.011

YANG, S., YAN, T., ZHAO, L., WU, H., DU, Z., YAN, T., XIAO, Q.. Effects of
temperature on activities of antioxidant enzymes and Na + /K + -ATPase, hormones
release in Schizothorax prenanti. Journal of Thermal Biology. 72, 155-160, 2018.
https://doi.org/10.1016/j.jtherbio.2018.02.005



120

CAPITULO IV

CONCLUSOES GERAIS



121

CONCLUSOES GERAIS

Este trabalho utilizou duas abordagens diferentes para avaliar os mecanismos
de ajuste fisiologico, morfoldgico e bioquimico em O. niloticus, coletados em diferentes
locais, possibilitando uma comparacao entre as diferentes condigdes em que esta
espécie esta inserida. Foram considerados a avaliagao dos parametros hematoldgicos
e imunoldgicos, além da avaliagdo dos possiveis efeitos nos mecanismos
osmorregulatorios e de regulacao do equilibrio acido-base tanto nas branquias quanto
nos rins de O. niloticus.

A complexibilidade das interacbes existentes entre contaminantes e seus
efeitos na fisiologia de um peixe sdo desafios enfrentados pela ecotoxicologia de
estudos em campo. Um dos principais desafios é o que pode estar ocasionando os
efeitos observados no peixe, sendo que nao se pode ignorar as relagdes de
antogonismo e sinergia que existe entre os elementos de um corpo hidrico e mesmo
no interior dos animais.

As caracteristicas de cada local de coleta possibilitaram uma possivel
interpretacdo das causas dos efeitos observados, mas nao é possivel afirmar com
certeza. Alegre por exemplo, apesar de ndo possuir industrias metalurgicas em seu
entorno, apresenta a atividade de exploragdo de marmore e granito, além de
apresentar caracteristicas geoldgicas que provavelmente favoreceram a
concentragado de metais na agua e sedimento. Alegre apresentou concentracdes altas
de alguns metais na agua e sedimento, mas a concentracdo de metais nos eritrocitos
e plasma foram menores e houve menor influéncia negativa nos parametros
sanguineos e imunologicos da espécie. Por outro lado, a lagoa Maemba e Carapebus,
apesar de apresentarem menor concentragdo de metais na agua e sedimento, foram
as que apresentaram mais efeitos negativos nessas variaveis. Sendo que os peixes
de Maemba ponto 1 apresentaram anemia e os peixes de Carapebus mutagenicidade,
além de alteragdes nas respostas imunoldégicas.

Os biomarcadores de regulacdo osmoética e ibnica e de equilibrio acido-base,
mostrou, apesar dos locais de coleta serem distintos, tanto em concentragdo de
metais quanto nas caracteristicas fisico-quimicas da agua, respostas distintas no
organismo. Entretanto, a osmolalidade dos peixes coletados estava dentro dos

parametros esperados para a espécie, ou seja, apesar dos desafios e dos diferentes
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mecanismos de controle, os peixes conseguiram manter o equilibrio osmético e idnico.
No caso do presente estudo, os peixes estdo expostos aos contaminantes e as
variagdes dos parametros fisico-quimicos constantemente, dessa forma, é esperado
que ja ajustaram mecanismos para responder a essas alteragdes. Entretanto, é
importante ressaltar que O. niloticus € uma espécie resistente, dessa forma os efeitos
observados neste estudo podem nao ser 0s mesmos em espécies mais sensiveis.
Observando os resultados obtidos, € notério como € complexo o funcionamento da
regulacdo osmo-idnica. Apesar de ambientes muito diferentes, branquias e rins dos
peixes do ponto 2 da Maemba e de Carapebus, apresentaram mecanismos
semelhantes. Dessa forma, € importante dar continuidade a pesquisa nesses locais
para entender melhor os fatores que podem ter gerado as respostas observadas.

De modo geral, os peixes de Alegre foram os menos impactados pela presenca
de metais na agua; os de Maemba ponto 1 apresentaram anemia normocitica
hipocrémica, menor concentracdo de ions K* e a menor osmolalidade, sendo que a
osmolalidade, ainda assim esta dentro dos parametros esperados para a espécie. Os
peixes da lagoa Carapebus apresentaram mutagenicidade pela presenca de
micronucleo e maior concentracao de ions CI-, provavelmente devido a caracteristica
salobra da lagoa.

Portanto, os biomarcadores hematolégicos, imunolégicos e genotdxicos foram
responsivos assim como os relacionados a regulagao idnica evidenciado diferenga
nas caracteristicas dos diferentes locais. Este estudo deve ser considerado como um
impulsionador, para que ocorra o monitoramento da espécie nessas lagoas, de forma
qgue seja possivel entender a dindmica entre as fontes contaminantes dessas areas e

seus efeitos na fisiologia das espécies ali existente.



