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RESUMO 

Os ecossistemas aquáticos, principalmente os localizados próximos a centros urbanos 
e a atividades metalúrgicas, são receptores de águas residuais e deposição de 
material particulado provenientes das atividades do seu entorno. O Brasil está entre 
um dos maiores produtores e exportadores de minério de ferro, tendo destaque o 
estado do Espírito Santo, onde se localizam dois dos maiores complexos metalúrgicos 
do país, o Complexo de Tubarão e Ubu. Neste cenário, o presente estudo teve como 
objetivo avaliar o sangue, brânquias e rins de tilápia-do-nilo, Oreochromis niloticus 
coletados em lagoas costeiras influenciados por atividades metalúrgicas (Maembá e 
Carapebus) e em um sistema de aquicultura (Alegre) localizado em Alegre, a 140 km 
de indústrias metalúrgicas, como referência. Água, sedimento e sangue, brânquias e 
rins de O. niloticus coletadas nessas lagoas e em Alegre foram analisados quanto a 
presença e concentração de metais. Nos peixes, o fator de condição relativo (Kn) e 
multibiomarcadores (hematológicos, imunológico, fisiológico, de genotoxicidade e 
mutagenicidade) foram analisados no sangue (plasma e eritrócitos) para avaliar a 
higidez animal, e multibiomarcadores (bioquímicos, fisiológicos e morfológicos) foram 
analisados nas brânquias e nos rins para avaliar homeostase osmótica e iônica. Os 
parâmetros físico-químicos da água influenciam o ecossistema desses lagos, a 
biodisponibilidade de metais e os mecanismos osmorregulatórios. A análise dos 
componentes principais separou Alegre das demais lagoas que são influenciadas por 
resíduos de indústrias metalúrgicas. Apesar de alguns metais na água e sedimento de 
Alegre serem mais altos que nas lagoas, as concentrações de metais no sangue dos 
peixes de Alegre foram menores comparados com o dos peixes coletados em 
Maemba e Carapebus enquanto nas brânquias e rins, alguns metais foram mais altos 
que nas lagoas. Os peixes da lagoa Maemba M1 apresentaram quadro de anemia e 
menor osmolalidade. Os peixes da lagoa Carapebus apresentaram maior percentual 
de micronúcleos sugerindo a presença de agentes genotóxicos na água ou sedimento 
e a maior concentração de íons Cl- no plasma, o que pode estar relacionado a um 
ajuste à água salobra em que vivem. A atividade das enzimas Na+/K+-ATPase, H+-
ATPase e anidrase carbônica, área fracional dos ionócitos na superfície branquial e 
área nos túbulos renais variaram nos peixes das lagoas devido as características 
físico-químicas e concentração de metais distintas das lagoas. Em conclusão, os 
peixes de Alegre apresentaram as melhores condições de saúde quando comparado 
aos peixes localizados nas lagoas próximas às atividades metalúrgicas confirmando 
a hipótese de que os peixes coletados nas lagoas próximas as atividades metalúrgicas 
têm a higidez mais comprometida devido as influências antrópicas ao seu redor em 
comparação com os peixes de região com ausência dessas indústrias (Alegre).  

 

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

Osmorregulação, Ionócitos, Brânquias, 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 Espírito Santo, where two of the largest metallurgical 
complexes in the country are located, the Tubarão 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 Cl- 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. 

Ionocytes. Gills. Kidneys. Metallurgy. 
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K+; Cl: íons Cl-; I. Film: número de ionócito no filamento; I. Lam: número de ionócito 

na lamela; DI: densidade de ionócito; AFI: área fracional de ionócitos; NKA: Na+/K+ - 

ATPase; H.ATP: H+ - ATPase; A.C: anidrase carbônica; I. Rim: área de ionócitos por 

área de epitélio renal. As lagoas A- Alegre, C – Carapebus, M1 – Maemba ponto 1, M2 

– Maemba ponto 2 

 

Figura 12. Biplot de GPA considerando os parâmetros físico-químicos, as 

concentrações de metais na água e no sedimento, no plasma, nas brânquias e nos 

rins, e os biomarcadores medidos no plasma, nas brânquias e nos rins de O. niloticus, 

coletados em Alegre, Maemba ponto 1 e 2, e Carapebus  
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ORGANIZAÇÃO GERAL DA DISSERTAÇÃO 
 

Esta dissertação foi estruturada em capítulos a fim de proporcionar melhor 

compreensão dos resultados e conclusões obtidos nesta pesquisa relacionada ao 

projeto de mestrado. 

O capítulo I apresenta um panorama geral do assunto tratado neste trabalho, 

além de contar com a revisão bibliográfica dos principais temas e o contexto em que 

se insere essa pesquisa, também consta neste capítulo, os objetivos gerais e 

específicos que o trabalho procurou investigar e as referências citadas neste capítulo. 

O capítulo II (hematologia e imunologia) e o capítulo III (mecanismos 

osmorreguladores) são as abordagens principais desta dissertação e foram divididas 

dessa forma com a finalidade de serem publicadas em periódicos específicos. 

O capítulo IV traz as principais conclusões obtidas em todo o trabalho, 

unificando neste capítulo as conclusões das duas abordagens. 
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1. Introdução geral 
 

Os corpos hídricos desempenham papel fundamental na sustentação da vida e 

na manutenção dos ecossistemas, fornecendo uma série de serviços ecossistêmicos. 

Entre esses serviços estão os habitats, que são cruciais para uma ampla variedade 

de espécies, oferecendo condições propícias para abrigo, alimentação e reprodução, 

e o equilíbrio dos ecossistemas, influenciando na regulação do clima, na manutenção 

da biodiversidade e no ciclo hidrológico. Além disso oferece o serviço de 

abastecimento de água potável, que é a fonte primária para consumo humano e 

essencial para os setores agrícola e industrial, e serviços recreativo e turístico, pois 

são locais de interesse para atividades como nado, pesca e observação da paisagem, 

contribuindo com a economia local. 

 Os corpos hídricos são classificados de acordo com suas características. Os 

oceanos e mares, por exemplo, são os maiores corpos hídricos do planeta, 

caracterizados por sua extensão, alta salinidade e profundidade variada, que incluem 

desde áreas rasas até abismos oceânicos profundos. Os rios e riachos são 

caracterizados por possuírem fluxo unidirecional, transportando água das áreas 

elevadas até as mais baixas, e são frequentemente utilizados para abastecimento de 

água, produção de energia e para o transporte. Os aquíferos são reservatórios de 

água subterrânea utilizados principalmente como fonte de abastecimento, e são 

bastante vulneráveis a poluição. Por sua vez, os pântanos e manguezais são 

ecossistemas úmidos de transição entre o ambiente aquático e terrestre, tendo sua 

salinidade variável de acordo com o nível de influência do mar e da água doce, 

desempenhando funções importantes no controle de inundações, na estabilização da 

costa e como habitat para diversas espécies. As lagoas e lagos, caracterizados pelas 

suas águas calmas, podem apresentar variados tamanhos e profundidades, e a 

depender da sua localização podem apresentar características de água doce ou de 

água salobra, sendo frequentemente usadas para recreação, pesca e abastecimento 

de água, além de atuar na regulação do clima local.  

 Apesar da sua importância, os corpos hídricos não se isentam das influências 

antrópicas. Conjuntamente com o crescimento populacional, que favorece o 

crescimento urbano acelerado e desordenado, ocorre a intensificação do 
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desenvolvimento dos setores agrícolas, industriais e tecnológicos para suprir as 

demandas da população. Os efeitos da poluição e contaminação dos corpos hídricos, 

provenientes das atividades antrópicas, representam estado de alerta, pois podem 

prejudicar o equilíbrio desse ecossistema e seu funcionamento, comprometendo os 

serviços ecossistêmicos prestados.  

  

1.1 Tipos de contaminação 
 

As fontes de contaminação dos ecossistemas aquáticos englobam efluentes 

domésticos, agrícolas e industriais, sendo que cada um possuí características 

distintas e, consequentemente, possíveis efeitos distintos, que podem atuar de 

maneira antagônica ou sinérgica com os elementos e as substâncias contidas na 

água. 

A poluição dos corpos hídricos pelo lançamento de efluentes domésticos, são 

resultantes das atividades diárias da população. Esses efluentes abrangem uma 

diversidade de subprodutos, tais como óleos, sabões, detergentes, produtos de 

higiene pessoal, medicamentos e dejetos orgânicos, como resto de alimentos e, em 

casos em que não há tratamento de esgoto adequado, excretas humanas (Schweitzer 

et al. 2018 e Afolalu et al. 2022). 

A poluição originada na agricultura é causada pelas práticas agrícolas 

intensivas e pelo uso de pesticidas e fertilizantes químicos. Esses produtos podem 

contaminar tanto as águas subterrâneas quanto as superficiais através da lixiviação 

ou escoamento superficial (Obi et al., 2016). Os pesticidas, em particular, representam 

grande ameaça, pois se tratam de produtos que não são totalmente biodegradáveis, 

podendo se acumular nos corpos hídricos, resultando em disfunção ecológica e 

consequentemente gerando impactos negativos na biodiversidade (Nagendran, 

2011). 

A poluição dos recursos hídricos também pode ocorrer pelo lançamento de 

efluentes industriais. Neste caso, a composição das águas residuais de origem 

industrial varia de acordo com sua área de produção (Schweitzer et al, 2018 e Afolalu 

et al. 2022). Dessa forma, as águas residuais de indústrias produtoras de pesticida e 

herbicida terão em sua composição arsênio, nitratos e fosfatos, indústrias têxtis ou 

alimentícias terão a presença de corantes, e indústrias metalúrgicas terão 
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concentrações de diferentes metais e metaloides (du Plessis, 2020; Genawi et al., 

2020). Além das águas residuais lançadas diretamente nas lagoas, existe a 

contaminação indireta pela emissão de material particulado atmosférico por essas 

indústrias.  

O material particulado atmosférico (MPA) é o nome dado para a poeira presente 

na atmosfera, cuja composição pode variar dependendo da fonte emissora. Tal poeira 

pode ter diferentes origens, incluindo solo, queima de combustível veicular e 

atividades industriais. Devido o MPA ser composto por diferentes tamanhos de 

partículas, as menores e mais leves, normalmente inferiores a 10 µm tendem a ficar 

suspensas no ar, entretanto algumas partículas podem se agregar formando 

partículas maiores e mais pesadas dando origem ao MPA sedimentável (MPASe), que 

diferente das partículas menores e mais leves, tende a precipitar. Dessa forma, o MPA 

além de ser um contaminante atmosférico, ele pode se tornar um contaminante 

terrestre (Türtscher et al., 2017) e aquático (Arrivabene et al., 2015) na forma de 

MPASe.  Entre os maiores emissores de MPA se destacam as indústrias metalúrgicas 

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

O impacto causado nos ecossistemas aquáticos pela deposição do MPASe 

metálico aumenta a concentração e a presença de diferentes metais e nanopartículas 

metálicas na água e podem comprometer as funções fisiológicas dos organismos 

aquáticos (Souza et al., 2018).  Os metais e as nanopartículas metálicas, contidas no 

MPASe, podem se dissociar e se encontrar, livres ou complexadas, no ecossistema 

aquático, dessa forma, podendo ser incorporadas e bioacumuladas na biota residente 

(Adorno et al., 2023; Monteiro et al., 2023). 

 

1.2 Estado do Espírito Santo – Brasil 
  

O estado do Espírito Santo está localizado na região do litoral sudeste do Brasil, 

fazendo divisa com Minas Gerais, Bahia e Rio de Janeiro. Sua capital é Vitória.  A 

atual Região Metropolitana da Grande Vitória (RMGV), era chamada de Região 

Metropolitana de Vitória (RMV), mas teve seu título alterado quando ocorreu a 

incorporação dos munícipios Guarapari e Fundão. Atualmente a Região Metropolitana 

da Grande Vitória (RMGV) é formada pelos munícipios de Cariacica, Fundão, 
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Guarapari, Serra, Viana, Vila Velha e Vitória. Sendo o munícipio de Serra o mais 

populoso, apesar de Vitória ser a capital do estado.  

O clima do estado é tropical litorâneo úmido e as chuvas concentram-se no 

verão.  Na economia, têm destaque a pecuária, a agricultura, se destacando a 

produção de cana-de-açúcar, de laranja e de café, e a mineração.  Em 1966, a 

Companhia Vale do Rio Doce, a fim de ampliar a exportação de minério de ferro vindo 

de Minas Gerais, começou a construir o porto de Tubarão em Vitória, que foi finalizado 

em 1976. Com a instalação do porto de Tubarão surgiu o complexo industrial que 

possibilitava a pelotização do minério de ferro. Dessa forma, o estado do Espírito 

Santo se tornou o maior produtor de placas de aço do Brasil e um importante porto 

exportador de minério de ferro. O estado também apresenta importantes reservas de 

granito e mármore que são alvos do extrativismo para o setor de rochas ornamentais. 

 

1.2.1 Complexo de Tubarão e Ubu 

 

A RMGV é caracterizada pela atividade de indústrias metalúrgicas, envolvendo 

o processo de pelotização de minério de ferro e sua exportação (Abreu et al., 2017; 

Santos et al., 2017; Galvão et al., 2018), e são responsáveis pela emissão de MPASe, 

denominado pela população local como “pó preto”. O MPASe proveniente da atividade 

dessas indústrias é constituído por diferentes metais/metaloides em concentrações 

distintas, sendo que a maior concentração é de Fe e Al (Souza et al., 2021 e Fortes et 

al., 2023), seguido de Ti, Mn e Zn, sendo que estes últimos podem variar a ordem, 

visto que a concentração dos metais não é fixa. 

Os principais responsáveis pelo setor de mineração e siderurgia no Espírito 

Santo são o Complexo de Tubarão e Complexo de Ubu. O complexo de Tubarão, 

localizado em Serra – ES, é composto por várias unidades industriais, que por sua 

vez tem como principal foco a pelotização de minério de ferro e exportação. O 

complexo de Ubu está localizado em Anchieta – ES, tem como principal atividade a 

pelotização do minério de ferro para produção de aço. O minério de ferro é extraído 

pela unidade industrial localizada em Minas Gerais e é transportado como polpa de 

minério de ferro para a usina de pelotização no Espírito Santo através de um 

mineroduto. As atividades industriais tanto em Minas Gerais quanto em Espírito Santo 

tiveram suas atividades paralisadas devido ao desastre que ocorreu em Mariana - MG 
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em 2015. Apesar dos resíduos do desastre não terem alcançado Anchieta - ES, suas 

atividades foram interrompidas, por se tratar da mesma empresa, e foram retomadas 

no final de 2020. 

 

1.2.2 Lagoas 

 

A Região Metropolitana da Grande Vitória é reconhecida não apenas pelas 

atividades industriais, mas também pela presença de várias lagoas que apresentam 

importância econômica. Entre elas, destacam-se as lagoas de Carapebus e Maemba, 

principalmente por se encontrarem próximas às atividades industriais (Fig. 1). 

A lagoa Carapebus, inserida na Área de Proteção Ambiental de Praia Mole 

(criada em 1994), no munícipio de Serra – ES, possui aproximadamente 0,4 km2 de 

área 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 

verão, a faixa se rompe permitindo a conexão do mar com a lagoa. O clima da região 

tem como característica muita chuva no verão e seca no inverno. A ocupação urbana 

ao redor da lagoa aumentou consideravelmente com a instalação do complexo 

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

A lagoa Maemba (também chamada de Mãe-bá ou Maeba), localizada na divisa 

de Guarapari e Anchieta (Espírito Santo – Brasil), é a segunda maior lagoa do estado 

possuindo aproximadamente 4,9 km2 de área e 1,9 m de profundidade. A lagoa tinha 

contato com o mar, entretanto, em meados de 1970, foi construída a pista da Rodovia 

do Sol, interditando o fluxo livre de água entre o mar e a lagoa. A lagoa é importante 

por ser habitat de várias populações de níveis tróficos diferentes, além disso, sua 

importância está atrelada aos serviços ecossistêmicos, como o abastecimento 

doméstico, a exploração de poços rasos pelas comunidades ribeirinhas, atuar como 

receptora e diluir os efluentes domésticos não 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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Figura 1. Estado do Espírito Santo, Brasil, indicando os 3 locais de coleta de Oreochromis niloticus, 

Alegre distante das indústrias metalúrgicas e as lagoas Maemba e Carapebus próximas das indústrias. 

A. Região correspondente ao Complexo de Tubarão (1) e Lagoa de Carapebus (2); B- Ponto de coleta 

na lagoa de Carapebus (1); C- Região correspondente à indústria metalúrgica (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 indústrias 

metalúrgicas, o estado do Espírito Santo também se destaca pela exploração das 

reservas de granito e mármore através do extrativismo, principalmente nos munícipios 

de Castelo e Cachoeiro do Itapemirim que se localizam próximos ao município de 

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

Sendo a ecotoxicologia o estudo dos efeitos adversos causados pela presença 

de substâncias químicas nos ecossistemas e consequentemente nas populações 

residentes. O Espírito Santo apresenta um cenário que desperta interesse para o 

âmbito ecotoxicológico, visto que existem organismos aquáticos nas lagoas próximas 

a essas atividades industriais que podem estar apresentando alterações fisiológicas 

causadas pela presença de substâncias provenientes dessas atividades ao seu redor.
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 A ecotoxicologia possibilita a identificação de possíveis substâncias químicas 

que representam risco tanto para a biota quanto para o ser humano, possibilitando a 

aplicação de medidas preventivas a fim de mitigar esses riscos (Magalhaes e Ferrão-

Filho, 2008). 

 

1.4 Biomonitor 
 

Os peixes são organismos vulneráveis aos impactos no ambiente aquático, pois 

não conseguem escapar dos efeitos dos compostos lançados (Authman, 2015). O uso 

de biomonitores, como os peixes, são fundamentais para mensurar a integridade 

ecológica frente a perturbações do meio. Essas perturbações podem resultar em 

alterações bioquímicas, fisiológicas, morfológicas ou comportamentais (Hayat et al., 

2016), que podem ser utilizadas como biomarcadores para compreender os efeitos 

das perturbações ambientais nesses organismos aquáticos. 

 

1.5 Biomarcadores 
 

Entende-se por biomarcadores as respostas biológicas que ocorrem quando há 

variação no estado normal de um organismo frente a alterações no ambiente (Walker, 

1998). São instrumentos cruciais para monitorar alterações no ambiente que possam 

causar danos a fisiologia dos organismos.   

 

1.5.1 Biomarcadores hematológicos 

 

As variáveis sanguíneas refletem o estado de saúde dos peixes frente às variações 

ambientais e do meio interno, uma vez que o sangue percorre todo o corpo e as 

substâncias absorvidas podem ser distribuídas para todos os tecidos e órgãos 

(Clauset al., 2008, Campbell, 2015). Através de análises do plasma e de células 

sanguíneas, é possível obter um panorama geral da higidez de um organismo, da sua 

capacidade de transporte de oxigênio (Witeska, 2005), da resposta imunológica contra 

patógenos e infecções (Chen et al., 2002; Zanuzzo et al., 2014) e avaliar o estresse 

fisiológico (Odhiambo et al., 2020).  
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 A oxigenação do sangue nos peixes está associada a capacidade de captar 

oxigênio dissolvido na água pelas brânquias e transportá-lo pelo sangue para os 

demais tecidos do corpo (Houston, 1997). O oxigênio é essencial para os processos 

metabólicos, portanto, a capacidade de oxigenação é determinante para a 

sobrevivência dos peixes. Os eritrócitos (glóbulos vermelhos) são as células 

sanguíneas responsáveis pelo transporte de oxigênio, entretanto é a hemoglobina, 

proteína presente nos eritrócitos, que possibilita esse transporte, pois é nela que o 

oxigênio dissolvido na água se liga (Houston, 1997). Portanto, alterações nos 

parâmetros sanguíneos, como variação na quantidade e volume dos eritrócitos ou na 

concentração e quantidade de hemoglobina, podem comprometer a capacidade de 

oxigenação do sangue (Ranzani-Paiva et al., 2004, Witeska, 2005).  Esses parâmetros 

devem ser avaliados conjuntamente para se obter uma resposta abrangente sobre os 

efeitos de contaminantes nos mecanismos responsáveis pelo transporte de oxigênio 

no sangue. 

 A competência imunológica refere-se à capacidade que o sistema imunológico 

tem de reconhecer e defender o organismo de possíveis agentes patógenos ou de 

substâncias nocivas. É um importante indicador a ser analisado, pois pode oferecer 

informações sobre o ambiente em que o peixe se encontra exposto, através da sua 

ativação ou inibição. O sistema imunológico de peixes é dividido em inato (não 

específico) e adquirido (específico), 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 são os neutrófilos, que atuam principalmente 

na fagocitose de bactérias e são recrutados para locais de inflamação ou infecção, os 

monócitos, que são capazes de migrar para os tecidos, desempenhando papel 

importante na fagocitose de patógenos, os eosinófilos, que desenvolvem papel 

importante contra parasitas e respostas a alergia, os basófilos, que desempenham 

papel especialmente em quadros alérgicos, e os trombócitos, que atuam na 

coagulação sanguínea (Pádua et al., 2013, Corrêa et al. 2017). Por sua vez, a principal 

célula do sistema imune adquirido são os linfócitos, responsáveis pela identificação e 

destruição dos patógenos, na destruição dos patógenos, na produção de anticorpos e 

na memória imunológica. Estas células são auxiliadas por vários fatores imunológicos 

solúveis, como a enzima lisozima, que é capaz de romper a parede celular das 

bactérias, facilitando sua destruição (Paulsen et al., 2003). 
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Os biomarcadores de genotoxidade e mutagenicidade são utilizados para 

verificar os efeitos da presença de xenobióticos no DNA e nos cromossomos, podendo 

gerar alterações nucleares dos eritrócitos, como núcleo em formato de ferradura ou 

com brotos, e células com micronúcleos (Al-Sabti e Metcalfe, 1995; Frenzilli et al., 

2009).  

 Os biomarcadores de estresse fisiológico são utilizados para avaliar o estresse 

em peixes através da observação dos níveis de cortisol plasmático, como resposta 

primária, e de glicose, como resposta secundária (Barton, 2000). O aumento dos 

níveis de cortisol está associado ao aumento dos níveis de glicose no sangue, o que 

pode resultar em hiperglicemia. Esse aumento é uma resposta fisiológica ao estresse, 

visto que o organismo busca aumentar a disponibilidade de energia para enfrentar 

situações desafiadoras, como forrageamento e fuga de predadores (Iwama, 1999).  

 

1.5.2 Biomarcadores da regulação osmo-iônica 

 

Alterações na regulação iônica e balanço osmótico estão classificadas como 

biomarcadores fisiológicos, que refletem a perda e absorção de íons/água através das 

brânquias ou os efeitos na reabsorção e excreção de íons pelos rins (Stagg et al., 

1992; Schlenk et al., 2008). 

Em ambientes aquáticos, os peixes se deparam com gradientes iônicos e 

osmóticos variados, representando desafio para a manutenção da homeostase 

interna. A água doce possui baixa concentração de íons quando comparado ao meio 

interno do animal, induzindo nos peixes a perda de íons, através da difusão, e a 

absorção de água, por osmose (Dymowska et al., 2012, Hwang et al., 2014, Zimmer 

et al., 2022). Os teleósteos de água doce regulam o meio interno minimizando da 

ingestão de água (Robertson et al., 2014), reduzindo a permeabilidade do tegumento 

(Chasiostis et al., 2012) e excretando grandes volumes de urina hipotônica (Hwang et 

al., 2007). A combinação desses ajustes reduz o ganho de água e a perda difusa de 

íons (Chasiostis et al., 2012) e aumenta a capacidade de absorção de íons, como 

respostas à perda líquida de íons (Evans et al., 2005).  

Os responsáveis por manter a homeostase interna de íons e água dos 

teleósteos são os órgãos osmorreguladores (Wendelaar Bonga e Lock, 2008; Hwang 

et al., 2011). As brânquias por exemplo, são predominantemente responsáveis pela 



32 
 
regulação osmótica e iônica, além de desempenharem funções nas trocas gasosas, 

no equilíbrio ácido-base e na excreção de resíduos de nitrogênio (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 órgão em contato com a água se tornam 

suscetíveis à influência do pH do meio, da salinidade e da presença de xenobióticos 

(Fanta et al., 2003; Thophon et al., 2003; Atli et al., 2011). Os rins, conjuntamente com 

as brânquias, desempenham papel fundamental nos mecanismos osmorregulatórios 

em peixes de água doce (Breves et al., 2020). Os rins atuam como principal órgão 

excretor de água, e é importante para teleósteos de água doce devido aos 

mecanismos eficientes de reabsorção iônica, minimizando a perca de íons na 

excreção da água (Takvam et al., 2021; Pepe et al., 2022). Entretanto, em peixes de 

águas salobras, os rins atuam principalmente na reabsorção de água e secreção de 

íons divalentes, produzindo urina mais concentrada e, consequentemente, 

minimizando a excreção de água (Takvam et al., 2021). 

As células especializadas pelas trocas iônicas são chamadas de ionócitos e 

estão presentes nos órgãos osmorreguladores. Essas células, também chamadas de 

células cloreto ou células ricas em mitocôndrias, desempenham um papel central no 

transporte de íons, utilizando enzimas do grupo ATPase, como a Na+/K+-ATPase e H+-

ATPase, que por meio da hidrólise do ATP, liberam energia na forma de fosfato (Pi) e 

adenosina difosfato (ADP), a energia liberada por esse processo permite o transporte 

de íons contra o gradiente de concentração (Kultz e Somero, 1995; Fernandes et al., 

2007). Além das ATPases, os ionócitos são ricos em atividade de anidrase carbônica, 

canais de Na+ e trocadores como Cl- /HCO3- e Na+ /H+ ou NH4+ (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 captação de íons 

como Na+, Cl-, Ca2+ e H- bem como na captação e secreção de HCO3 e na secreção 

de NH3 em peixes de água doce (Evans et al., 1999; Fernandes et al., 2007). 

Características como a especificidade, localização (apical ou basolateral) e expressão 

relativa dessas enzimas nos ionócitos estão relacionadas diretamente à captação ou 

excreção de íons (Nebel et al., 2006), sendo fatores essenciais para a regulação 

osmótica e iônica dos organismos aquáticos. 

A Na+/K+-ATPase, presente na membrana basolateral dos ionócitos, atuam no 

transporte de íons Na+ para fora da célula e dos íons K+ para dentro da célula, 
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contribuindo para manter o potencial de membrana e regulação do volume celular 

(Bianchini et al., 1999; Sancho et al., 2003). A H+-ATPase atua na regulação do pH 

intracelular, bombeando prótons (íons de H+) para fora da célula.  

Para identificar possíveis distúrbios fisiológicos ou morfológicos, causados por 

variações no meio aquático e pela presença de contaminantes, que podem afetar a 

regulação osmótica e iônica dos peixes, são necessário biomarcadores que indiquem 

alterações provenientes dessas alterações no meio aquático, como alterações no 

número e na área apical dos ionócitos, assim como sua localização nos órgãos 

osmorreguladores, ou até observar mudanças nas atividades enzimáticas 

mencionadas anteriormente. 

 

1.6 Influência dos parâmetros físico-químicos da água 
 

Os parâmetros físico-químicos da água, tais como condutividade, oxigênio 

dissolvido, temperatura, pH e salinidade, são importantes em estudos do ecossistema 

aquático devido à sua influência e interação com os contaminantes presentes (Liu et 

al., 2019). Esses parâmetros podem afetar a solubilidade, a mobilidade, a adsorção e 

a toxicidade dos contaminantes (Zhao et al., 2013; Chou et al., 2018), além de 

influenciar nos mecanismos fisiológicos dos organismos.  

Por exemplo, a disponibilidade de oxigênio dissolvido é vital para a 

sobrevivência dos peixes, uma vez que o processo de respiração celular depende da 

captação de O2 dissolvido, que por sua vez é essencial para desencadear as reações 

bioquímicas, envolvidas na produção de energia na forma de ATP, para possibilitar as 

atividades metabólicas do peixe. No caso da variação de temperatura a influência 

ocorre principalmente no aumento ou diminuição da taxa metabólica, afetando os 

processos fisiológicos do peixe (Mauvault et al., 2017).  Variações no pH ou na 

salinidade podem afetar o equilíbrio osmótico e iônico dos peixes, afetando sua 

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

Dessa forma, a análise dos parâmetros físico-químicos da água e sua relação 

com os contaminantes são essenciais para compreender o cenário e as possíveis 

influências que os peixes estão enfrentando e como isso pode estar afetando sua 

higidez. 
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1.7 Influência dos metais e nanopartículas metálicas  
 

A avaliação da bioacumulação de metais e nanopartículas metálicas em 

organismos aquáticos permite a identificação de espécies com maior sensibilidade a 

eles, assim como permite entender os possíveis distúrbios estruturais e funcionais 

provenientes da bioacumulação (Wood et al., 2012a, Wood et al., 2012b). As enzimas 

responsáveis pelo equilíbrio iônico podem ter sua função alterada devido a presença 

de poluentes ambientais, incluindo os íons metálicos (Canli e Stagg, 1996, Jang et al., 

2014, Zhang et al., 2015, Mansouri et al., 2016, Canli e Canli, 2019), e as 

nanopartículas metálicas ao se acumularem nos tecidos podem influenciar em 

diferentes sistemas metabólicos (Osborne et al., 2015, Adam et al., 2015, Hoseini et 

al., 2016, Canli e Canli, 2020).   

O nível de comprometimento da atividade dessas enzimas depende do tipo de 

metal e de sua concentração, das características fisiológicas do peixe, que podem 

variar de espécie para espécie, sendo algumas mais sensíveis que outras, e dos 

parâmetros físico-químicos da água que podem influenciar na especiação dos metais 

e nanopartículas metálicas (Heath, 1995). 

 

1.8 Tilápia-do-nilo (Oreochromis niloticus): 
 

Os peixes do gênero Oreochromis (Tilápia) são considerados como modelos 

para estudos ambientais pois podem ser contaminados via água durante o processo 

respiratório e via sedimento, uma vez que forrageiam o fundo dos corpos hídricos por 

comida. São relevantes por sua resistência às alterações ambientais e à exposição a 

poluentes o que implica em alta capacidade para efetuar ajustes dos processos 

orgânicos frente aos desafios ambientais. Dessa maneira, seria necessário condições 

extremas para que atingissem os níveis letais de exposição a esse gênero de peixe 

(Cioni et al., 1991; Kamal e Mair, 2005). Segundo Popma e Masser (1999), o gênero 

apresenta uma morfologia lateralmente comprimida, com uma longa nadadeira dorsal 

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

A tilápia-do-nilo, Oreochromis niloticus, é uma espécie dulcícola, possui dieta 

diversificada, incluindo ingestão de plantas, de detritos (matéria orgânica em 

decomposição) e de organismos planctônicos, entretanto há 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 originária da África e do sudoeste do Oriente, entretanto, devido 

suas características, como tolerância às alterações ambientais (Fernandes e Rantin, 

1986a, 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/benefício para a aquicultura (Silva et al., 2015), e são 

importante fonte de renda para pescadores artesanais e fonte de proteína para os 

humanos (Seriani et al., 2012). 

Classificação sistemática da tilápia-do-nilo (Oreochromis niloticus), segundo 

Trewavas (1983): 

 

Figura 2: Oreochromis niloticus, Tilápia-do-nilo. (Foto: Museu Nacional) 

 

Classe: Actinopterygii  

Ordem: Perciformes  

Família: Cichlidae  

Sub-Família: Pseudocrenilabrinae  

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

  

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

de biomarcadores sanguíneos, imunohistoquímicos, morfológicos e bioquímicos, e 

investigar se os peixes coletados nas lagoas próximas as atividades metalúrgicas têm 

a higidez mais comprometida devido as influências antrópicas ao seu redor em 

comparação com os peixes de região com ausência dessas indústrias (Alegre). 

 

1.9.1 Objetivos específicos 

 

 Avaliar os parâmetros físico-químicos das lagoas (Maemba e 

Carapebus) e Alegre;  

 Avaliar a concentração de metais na água e sedimento das lagoas 

(Maemba e Carapebus) e Alegre;  

 Determinar a concentração de metais no sangue (eritrócitos e plasma), 

nas brânquias e rins de O. niloticus coletados;  

 Avaliar biomarcadores hematológicos, imunológicos e nível de estresse 

fisiológico de O. niloticus; 

 Avaliar biomarcadores da regulação iônica das brânquias e rins de O. 

niloticus. 
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Resumo 

A atividade antropogênica combinada com atividades industriais vem influenciando os 

ecossistemas aquáticos. O Brasil se destaca por ser um dos maiores produtores e 

exportadores de minério de ferro e ligas metálicas, possuindo um dos maiores 

complexos metalúrgicos no estado do Espírito Santo, o Complexo de Tubarão e Ubu. 

Este estudo teve como objetivo avaliar o sangue de Oreochromis niloticus coletados 

em lagoas costeiras influenciadas por atividades metalúrgicas (Maemba e Carapebus) 

e em um sistema de aquicultura (Alegre) localizado no Instituto Federal do Espírito 

Santo, distante de indústrias metalúrgicas. Água e sedimento das lagoas foram 

analisados quanto a presença e concentração de metais, e multibiomarcadores 

(hematológicos, imunológico e fisiológico, genotoxicidade e mutagenicidade) foram 

analisados no sangue (plasma e células) para avaliar a higidez do animal. Os 

parâmetros físico-químicos da água influenciam o ecossistema dessas lagoas e 

influenciam a disponibilidade de metais. A análise dos componentes principais 

separou Alegre das demais lagoas, influenciadas por resíduos de indústrias 

metalúrgicas, o que se refletiu nos biomarcadores. Apesar da água e sedimento de 

Alegre apresentarem as maiores concentrações de metais, as concentrações 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 

quadro de anemia e os peixes da lagoa Carapebus apresentaram maior percentual de 

micronúcleos, sugerindo a presença de agentes genotóxicos na água ou sedimento. 

Comparando as lagoas, foi possível observar alterações mais acentuada nos peixes 

coletados em lagoas próximas às atividades metalúrgicas. O presente estudo confirma 

a hipótese de que os peixes localizados em lagoas próximas a centros urbanos e 

indústrias metalúrgicas são influenciados por seus efluentes e contaminantes do seu 

entorno. O uso de múltiplos biomarcadores se fez essencial para avaliar a saúde dos 

peixes e compreender as diferentes influências que possam estar comprometendo a 

qualidade desses corpos hídricos. 

 

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

Imunologia inata. Estresse fisiológico. 
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1. Introdução 
 

O aumento dos efluentes domésticos, da emissão de gases de efeito estufa e de 

outros poluentes se deve à urbanização, ao aumento do tráfego de veículos e às 

atividades industriais cujos resíduos afetam o meio ambiente e os recursos hídricos, 

contaminando-os (Souza et al., 2013; Baptista Ventura, et al., 2020). Além disso, as 

indústrias metalúrgicas liberam na atmosfera aerossóis contendo gases, compostos 

orgânicos e inorgânicos e nanopartículas metálicas que contribuem para contaminar 

o ambiente aquático por deposição de partículas > 10 µm (Silva e Vieira, 2018).  

Metais e metaloides estão presentes no meio ambiente devido a processos 

biogeoquímicos, erosão do solo, alterações geológicas e ressuspensão de 

sedimentos (Gautam et al., 2016; Masindi e Muedi, 2018); entretanto, com o aumento 

da população e das atividades industriais, metais estão aumentando no meio 

ambiente (Fontenele et al., 2009). Da mesma forma, as lagoas costeiras são 

influenciadas por processos naturais e atividades antrópicas, sendo necessário o 

biomonitoramento ambiental. O estado do Espírito Santo (Brasil) apresenta um 

cenário complexo de poluição, principalmente na Região Metropolitana da Grande 

Vitória, onde existem diferentes fontes de emissão de poluentes, incluindo esgoto 

doméstico, tráfego de veículos, metalurgia e pelotização e exportação de minério de 

ferro (Santos et al., 2017; Santos et al., 2022). Duas lagoas, Carapebus e Maemba, 

nesta região são impactadas por atividades humanas em seu entorno, inclusive por 

material particulado atmosférico sedimentável (MPASe) devido à sua deposição 

contínua no solo e na superfície da água (Souza et al., 2018). Este cenário corrobora 

a hipótese de contaminação de tais lagoas, principalmente por metais e metaloides 

devido ao complexo industrial metalúrgico próximo, uma vez que os efluentes e o 

MPASe se dissociam no meio aquático em metais livres e nanopartículas metálicas 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 são essenciais para o funcionamento 

do organismo como Fe, Mn, Cu e Zn, mas podem apresentar efeitos tóxicos em altas 

concentrações; outros são tóxicos mesmo em concentrações 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 à contaminação ambiental e são amplamente utilizados 

como bioindicadores para monitorização de ecossistemas aquáticos, o que permite 

avaliar o estado de saúde do ambiente (Chovanec et al., 2003; Plessl et al., 2017; 

Vieira et al. 2022). Biomarcadores hematológicos, imunológicos e fisiológicos 

apresentam alterações em resposta às mudanças no meio externo e interno e são 

essenciais para avaliar o estado de saúde 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 hematológicos permitem avaliar a capacidade de 

transporte de oxigênio do sangue; os imunológicos refletem a capacidade de defesa 

do organismo contra patógenos e infecções (Takahashi-Biller et al., 2013; Zanuzzo et 

al., 2014) e os fisiológicos como o cortisol e a glicose permitem avaliar o nível de 

estresse para enfrentar os desafios ambientais. 

A tilápia-do-nilo, Oreochromis niloticus tem distribuição mundial, é abundante nos 

reservatórios e lagoas brasileiras. Devido à 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 às indústrias 

metalúrgicas, essas lagoas podem estar contaminadas por metais e metaloides. A 

presença de contaminantes na água e nos sedimentos pode resultar na 

bioacumulação em tecidos da tilápia-do-nilo (O. niloticus) que habitam essas lagoas e 

causar alterações nos parâmetros hematológicos, imunológicos e fisiológicos 

impactando a saúde dos peixes. 

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi investigar a presença de metais e 

metaloides na água e sedimento das lagoas Carapebus e Maemba e em Alegre, 

avaliar se ocorre bioacumulação desses elementos no sangue (eritrócitos e plasma) 

de O. niloticus e os efeitos desses contaminantes utilizando biomarcadores 

sanguíneos. 

 

2. Materiais e metódos 
 

2.1. Área de estudo 
 

 A área de estudo foram duas lagoas costeiras urbanas, localizadas próximas 

às áreas industriais metalúrgicas: Carapebus e Maemba; a área de referência foi um 
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centro de aquicultura onde é cultivado O. niloticus, localizado no Instituto Federal do 

Espírito Santo (IFES), campus Alegre, Alegre, ES. Alegre está localizada a 

aproximadamente 146 km das indústrias metalúrgicas próximas a lagoa Carapebus e 

98 km da lagoa Maemba e, aproximadamente 1 km de locais de extração e 

beneficiamento de granito e mármore. 

A Lagoa Carapebus (20°13'41” S e 40°12'46” W) é pequena, possui área de 0,4 

km2 e 1,7 m de profundidade e está localizada na Área de Proteção Ambiental 

Estadual de Praia Mole. É uma lagoa salobra porque na época das chuvas ou maré 

alta há contato com a água do mar. O local está contaminado com esgoto doméstico 

e com MPASe liberado pelas indústrias metalúrgicas e de pelotização e exportação 

de minério de ferro no Complexo de Tubarão localizado a cerca de 8 km de distância. 

A lagoa é utilizada também para atividades de pesca e lazer (Silva, 2018). 

A Lagoa Maemba está localizada na divisa dos municípios de Guarapari e 

Anchieta, no litoral sul do estado do Espírito Santo, a 65 km do Complexo de Tubarão. 

É a maior lagoa do Espírito Santo, com área de 4,9 km2 e profundidade média de 1,9 

m. A lagoa estava ligada ao mar, mas a partir de 1970, foi separada devido à 

construção de uma estrada. A água dessa lagoa é utilizada como fonte de 

abastecimento para as comunidades locais, recebe efluentes domésticos e efluentes 

industriais tratados de uma indústria de pelotização de minério de ferro localizada a 1 

km de distância. A atividade industrial parou em 2015, mas voltou a funcionar em 

dezembro de 2020. A indústria metalúrgica possui um reservatório de resíduos 

denominado Barragem Norte que recebe as águas residuais de todos os processos 

internos da indústria, inclusive as águas residuais do mineroduto (transporta minério 

de ferro de Minas Gerais para o Espírito Santo). Após atingir nível máximo de 

capacidade da barragem, a água tratada é lançada periodicamente na lagoa.  

Água, sedimentos e peixes (O. niloticus) foram coletados, em março 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 km2 da Barragem Norte e M2 (20°45'26” S 40°34'19” W) a 2 km de distância 

de M1 e, no centro de aquicultura de Alegre (20°45' 33" S 41°27'13" W). 

 

2.2. Matrizes abióticas - Amostragem de água e sedimento 
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Os parâmetros físico-químicos da água: condutividade (mS cm -1), temperatura 

(°C), O 2 dissolvido (mg L -1), pH e salinidade (‰) de cada lagoa e de Alegre foram 

medidos em campo usando multiparâmetro (Horiba. Kioto, Japão). Água e sedimentos 

foram amostrados simultaneamente em recipientes limpos; a água foi coletada a 20 

cm abaixo da superfície da água e o sedimento foi amostrado manualmente, sem 

auxílio de draga, pois o nível da água permitia o alcance do sedimento. Toda a 

amostragem foi feita em triplicata. 

 

2.3. Matriz Biótica – Amostragem de peixes e sangue 
 

Tilápia-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 Conservação da Biodiversidade (SISBIO nº 77932-5) e foi aprovada 

pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de São 

Carlos (CEUA nº 8972160123), pois seguiu os princípios éticos para uso de animal. 

Os peixes foram anestesiados por imersão em solução de benzocaína (0,1 g L-1) 

e o sangue coletado por punção da veia caudal (agulha 0,80 x 25 mm) em seringa 

heparinizada para análises hematológicas, genotóxicas, mutagênicas e imunológicas 

e seringa não heparinizada para análise de lisozima. Esfregaços de sangue e todas 

as análises hematológicas foram feitas imediatamente após a coleta de sangue. 

Posteriormente, o sangue foi centrifugado e o plasma foi utilizado para medir proteína 

total, cortisol e glicose, e células sanguíneas, e plasma foram separadas para análises 

de elementos metálicos. Para análise da lisozima foi utilizado o soro sanguíneo. Soro, 

plasma e células sanguíneas foram mantidos em N2 líquido e depois em freezer a -80 

°C até a análise. 

O fator de condição relativo (Kn) dos peixes coletados foi calculado de acordo com 

Le Cren (1951) como Kn = MB Me -1, onde MB era a massa corporal úmida e Me foi a 

massa corporal úmida esperada com base na relação alométrica entre MB e 

comprimento total (LT) de todos os peixes coletados em todas as lagoas e Alegre 

expressa como M B = aLT b. 

 

2.4. Identificação e quantificação de metais em matrizes abióticas e bióticas 
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Para identificação e quantificação de metais e metaloides, a água foi acidificada 

com HNO3 2%, amostras de sedimento, eritrócitos e plasma foram liofilizadas e 0,01 

a 0,1 g de cada amostra foram digeridos em 3 mL de HNO3 destilado, 750 µL de HCl 

destilado e 250 µL de H2O2 por 24 horas a 100 ºC; em seguida, o material digerido foi 

filtrado em membrana de nitrocelulose de 0,45 µm. Os brancos foram feitos utilizando 

apenas os ácidos, sem a amostra biológica, seguindo o mesmo protocolo. Todas as 

amostras digeridas foram mantidas a 4ºC até análise. 

Foram analisados vinte e sete elementos metálicos (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 água, no 

sedimento e no sangue (eritrócitos e plasma), em triplicata, utilizando um 

espectrômetro de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS, Agilent 

7500cx, EUA), equipado com amostrador automático ASX-100 (CETAC Technologies, 

Omaha, NE). A repetibilidade da medição foi de 97%. O controle de qualidade (CQ) e 

a garantia de qualidade (GQ) foram efetuados usando materiais certificados (CRM) 

para água (NIST 1640 e 1643) e Spike (certificado de referência Certipur ®) com 

recuperação de 97,50% ± 8,98%. 

 

2.5. Variáveis hematológicas e imunológicas 
 

O hematócrito (Hct) foi medido após centrifugação em microhematócrito (Fanem 

211, São Paulo, Brasil) 12.000 rpm por 5 min em tubos de microhematócrito 

heparinizados. A concentração 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 hemácias (hemácias), o sangue 

foi diluído em solução formal de citrato (1:200; v:v; 40% de formol), as contagens foram 

feitas em duplicata, em câmara de Neubauer. Os índices hematológicos: volume 

corpuscular médio (VCM), Hb corpuscular média (HCM) e concentração de 

hemoglobina corpuscular média (CHCM) foram calculados de acordo com Wintrobe 

(1934). Esfregaços de sangue foram corados com May-Grunwald-Giemsa-Wright 

segundo Tavares-Dias (2013) e analisados em microscópio de luz (Olympus BX51, 

Denmark)) com objetiva de imersão em óleo (100x) e foi efetuada a estimativa total 

de leucócitos e trombócitos, percentagens diferenciais de leucócitos e alterações 

nucleares eritrocitárias (ENAS) e micronúcleos (Shahjahan et al., 2020; Amorim et al., 

2023). 
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A atividade respiratória de leucócitos foi determinada por meio de teste 

colorimétrico segundo Biller-Takahashi (2013), no qual há redução do corante azul 

tetrazólio (NBT). A absorbância, à 540 nm, foi medida em leitor de microplacas 

(SpectraMax ® M5, Molecular Devices, EUA). A concentração de lisozima foi 

determinada por ensaio turbidimétrico sérico de acordo com Zanuzzo et al. (2014). A 

concentração total de proteínas plasmáticas (PTP) foi quantificada usando um 

refratômetro. 

 

2.6. Estresse fisiológico 
 

O cortisol plasmático foi determinado por ensaio imunoenzimático utilizando kit 

comercial (Cortisol ELISA -EIA – 1887; DRG International, Inc., EUA) e a concentração 

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

 

2.8. Análise estatística 
 

A normalidade e a homogeneidade dos dados foram testadas usando as análises 

de Shapiro Wilk e Levene, respectivamente. As diferenças 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 aplicação da Análise de Variância Permutacional (PERMANOVA). A 

Análise de Componentes Principais (PCA) foi feita para explorar as relações entre as 

variáveis. PCA e PERMANOVA foram realizados usando RStudio (V 4.3.1). As 

correlações de Sperman foram feitas utilizando o software Jamovi (V 2.4.11) para 

avaliar as correlações entre matrizes (elementos químicos) e biomarcadores e as 

correlações foram consideradas acima de rs > 0,7 e rs < -0,7. A análise discriminante 

linear (LDA) foi utilizada para verificar quais variáveis independentes melhor 

diferenciaram os locais de coleta. A análise de procrustes generalizada (GPA) foi 

empregada para comparar as variáveis, gerando uma configuração de consenso, que 

possibilitou avaliar a correspondência entre a concentração de metais e metalóides 

nas amostras de água, sedimento, eritrócito e plasma e todos os biomarcadores. A 

LDA e a GPA foram realizadas utilizando o software Statistica 7.1 (StatSoft Inc.). Todas 

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

3.1. Variáveis físico-químicas e concentração de metais em água e sedimentos 
 

As variáveis físico-químicas da água são mostradas na Tabela 1. A condutividade, 

salinidade, pH e O2 dissolvido foram menores em Alegre. O pH foi mais alto na água 

em Maemba e, Carapebus apresentou maior salinidade e, consequentemente, maior 

condutividade. 

Tabela 1. Parâmetros físicos e químicos da água (valores médios, mínimos e 

máximos) nas lagoas Alegre, Maemba (pontos 1 e 2) e Carapebus. Letras diferentes 

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

 

Parâmetros Alegre Maemba 1 Maemba 2 Carapebus 

Condutividade (mS.cm-1) 
0,122  

(0,06 –0,17)a 
0,63  

(0,63 – 0,64)ab 
0,631  

(0,62 – 0,64)ab 
4,12  

(3,65 – 4,21)b 

Temperatura (ºC) 
28,4  

(27,86 – 28,94)a 
29,29  

(28,25 – 30,33)a 
30,79  

(30,33 – 31,26)a 
28,71  

(28,09 – 28,95)a 

Oxigênio dissolvido 
(mg.L-1) 

5,03  
(4,91 – 5,20)a 

8,39  
(7,75 – 9,03)b 

8,67  
(8,32 – 9,03)b 

9,15  
(8,73 – 9,73)b 

pH 
6,96  

(6,67 – 7,25)a 
9,14  

(8,96 – 9,32)ab 
9,37  

(9,32 – 9,43)b 
8,36  

(8,28 – 8,37)ab 

Salinidade (%) 
0,0  

(0,0 – 0,0)a 
0,03  

(0,03 – 0,03)ab 
0,03  

(0,03 – 0,03)ab 
0,22  

(0,19 – 0,22)b 

 

 

Metais e metaloides em águas e sedimentos das lagoas e de Alegre são 

mostrados nas Tabelas 2 e 3; Fe e Al foram os elementos com maiores concentrações 

tanto na água quanto no sedimento. Alegre apresentou as maiores concentrações de 

Fe, Al, Ba, Ti e Ce na água e de Ti, Mn, Ba, Ce, La e Rb no sedimento. A concentração 

de Rb and Sr nas águas de Carapebus foi maior que nos demais locais; isso foi 

seguido por concentrações de Fe, Al e Mn; no sedimento, Cr, As and Sr foram mais 

altas que nas demais locais. Em Maemba M1, as concentrações de Mo, Rb, Cu e As 

na água foram mais altas e no ponto 2, foram maiores as concentrações de Mo, Rb e 

As; no sedimento, as concentrações de metais e metaloides foram mais baixas que 

nos demais pontos, com exceção de Mo que foi mais alta no ponto 2. 
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Tabela 2. Concentração de metais e metaloides (mediana e valores do 1º e 3º quartil) na água (µg L-1) em Alegre (A) e nas lagoas 

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

indicam diferenças significativas (p<0,05).  

Água  
A M1 M2 C LOD LOQ 

Al 56,7 (37,1-108,1)a 57,9 (55,2-63,1)ab 41,4 (34,4 - 62,1)b 68,1 (66,3 - 72,4)a 0,21 0,53 
Ti 2,1 ( 2,8 - 8,3)a 2,5 (2,1 - 2,5)b <LOQ 2,2 (1,8 - 3,9)b 0,06 0,14 
V 1.08 (0.9 – 1.2) a 2.09 (2.06 – 2.2) b 2.3 (1.9 – 2.5) b 1.9 (1.4 – 2.3) b 0,01 0,02 

Cr 1,9 (1,7 - 2,9)a 2,1 (1,8 - 2,4)a 1,5 (1,4 - 3,4)a 2,0 (1,8 - 2,8)a 0,01 0,03 
Mn 44,8 (5,8 - 68,8)a 11,6 (10,7 - 12,5)a 2,9 (2,0 - 3,0)b 43,5 (17 - 44,8) a 0,04 0,07 
Fe56 51,5 (64,2 - 787)a 124 (116 - 131)a 58,8 (41,6 - 93,1)b 247 (126 - 269)a 1,01 2,15 
Ni 2,2 (1,0 - 3,1)a 0,9 (0,6 - 1,2)b 0,9 (0,8 - 1,2)b 1,4 (1,4 - 1,9)a 0,01 0,03 
Cu 3,8 (1,9 - 3,8)ab 6,2 (3,5 - 9,0) b 3,1 (2,5 - 12,8)ab 2,3 (1,9 - 4,2)a 0,07 0,17 
Zn 1,5 (1,4 - 1,6)a 1,6 (1,4 - 1,8)a 1,4 (1,2 - 1,5)a 1,2 (1,2 - 1,3)a 0,79 1,61 
As <LOD 2,2 (2,1 - 2,2)a 2,1 (1,9 - 2,2)b <LOQ 0,10 0,22 
Se <LOD <LOQ <LOQ <LOQ 0,35 0,82 
Rb 3,7 (3,5 - 3,8)a 13,6 (13,3 - 13,9)c 11,2 (9,7 - 11,6)b 11,8 (9,7 - 12,4)b 0,03 0,06 
Sr 38,2 (38,1 - 40,6)a 58,7 (57,7 - 56,6)b 52,8 (46,8 - 56,6)b 523 (492 - 538)c 0,01 0,03 
Y 0,2 (0,1 - 0,2)a <LOQ <LOQ 0,1 (0,1 - 0,1)a 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)a 17,7 (15,5 - 18,8)b <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)a 17,9 (16,8 - 18,8)c 13,9 (12,7 - 18,7)b 9,6 (9,4 - 14,1)c 0,02 0,04 
La 1,4 (0,8 - 1,6)a 0,4 (0,3 - 0,6)b 0,8 (0,4 - 1,4)a 1,1 (0,7 - 1,2)a 0,00 0,01 
Ce 4,4 (3,0 - 6,5)a 0,4 (0,2 - 0,7)b 1,2 (0,3 - 3,9)c 2,5 (1,2 - 3,1)ac 0,00 0,01 
W <LOD <LOQ <LOQ <LOD 0,01 0,03 
Hg <LOD <LOD <LOD <LOD 0,05 0,09 
Pb <LOQ 2,1 (1,6 - 2,6)a <LOQ 1,9 (1,7 - 2,1)a 0,07 0,14 
Bi <LOD <LOD <LOD <LOD 0,08 0,21 
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Tabela 3. Concentração de metais e metaloides (mediana e valores do 1º e 3º quartil) no sedimento (µg g-1) em Alegre (A) e nas 

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

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

Sedimento 

 A M1 M2 C LOD LOQ 

Al 7348 (6070 - 12415)a 265 (176 - 467)b 742 (423 - 1058)c 9439 (3300 - 10576)a 0,61 1,70 
Ti 26,0 (23,6 – 33,1)a 11,2 (7,4 - 14,9)b 11,4 (8,0 - 62,2)bc 61,9 (53,2 - 138)c 0,83 2,34 
V 33,9 (33,3 - 44,1)a 1,0 (0,9 - 1,6)b 2,6 (1,9 - 2,7)b 47,9 (25,3 - 58,8)a 0,01 0,02 
Cr 9,3 (8,1 - 15,0)a <LOQ <LOQ 23,2 (10,6 - 24,7)b 0,01 0,03 
Mn 186 (174 - 213)a <LOQ 3,1 (3,0 - 6,1)c 29,3 (19,4 - 127,2)b 0,01 0,02 
Fe56 1285,1 (859,9 – 1422,1)a 2930 (1482 - 3247)b 2965 (1645 - 3687)b 11371 (10088 - 13899)a 1,37 3,12 
Ni 1,5 ± 0,5a <LOQ <LOQ 1,9 ± 0,9a 0,02 0,05 
Cu 3,5 (0,7 - 27,2)a <LOQ <LOQ 8,6 (3,2 - 10,9)a 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)a <LOQ <LOQ 2,1 (1,0 - 2,3)b 0,03 0,07 
Sr 6,6 (6,4 - 9,5)a <LOQ 0,9 (0,8 - 2,6)c 113 (42,5 - 609)b 0,05 0,08 
Y 4,5 (4,1 - 11,1)a <LOD <LOD 7,3 (6,6 - 7,8)b 0,47 1,35 
Zr <LOQ <LOD <LOQ <LOQ 0,05 0,13 
Nb 0,3 ± 0,0a <LOD <LOQ 0,3 ± 0,0a 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)a 4,3 (3,8 - 12,2)a 1,5 (0,4 - 2,4)b 3,1 (2,3 - 5,7)ab 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)a 1,3 (1,1 - 1,6)b 0,5 (0,4 -1,9)b 9,2 (2,9 - 13,0)a 0,07 0,15 
La 26,9 (25,8 - 39,2)a 2,0 (1,3 - 2,7)b 4,8 (1,7 - 6,8)b 12,9 (10,2 - 17,6)c 0,09 0,21 
Ce 89,0 (80,3 - 121)a 4,4 (2,8 - 6,0)b 9,5 (3,3 - 14,0)b 34,1 (28,5 - 48,3)a 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)a 3,0 (2,9 - 3,6)b 0,2 (0,1 - 0,4)b 7,0 (5,2 - 15,2)a 0,02 0,05 
Bi <LOD <LOD <LOD <LOD 0,15 0,37 
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3.2. Fator de condição dos peixes (Kn) e metais e metaloides no sangue 
 

A relação entre massa corporal e comprimento total de O. niloticus de todos os 

locais foi descrita como MB = 0,23 LT 2,1758, 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 não diferiu dos de 

Carapebus. 

 

Figura 1. Relação entre o comprimento total e a massa corpórea de O. niloticus (A) e o fator de condição 

relativo (Kn) em relação 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 concentração de metais/metalóides na água e no sedimento tenha sido 

maior em Alegre (Tabelas 2 e 3), a concentração deles nos eritrócitos e no plasma foi 

menor que nos peixes de Maemba e Carapebus (Tabelas 4 e 5). As concentrações de 

Ti, Cu, Zn, As, Rb, Y, La, Ce não diferiram nos eritrócitos dos peixes das lagoas e 

Alegre. Nos eritrócitos 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 concentrações de Fe e Sr nos 

eritrócitos dos peixes de Carapebus foram maiores que nos peixes de Maemba e 

Alegre. 

Os metais/metalóides no plasma variaram entre os peixes de cada local; as 

maiores concentrações plasmáticas foram Fe e Zn; dos metais/metalóides analisados 

as maiores concentrações 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. Concentração de metais e metaloides (mediana e valores de 1º e 3º quartil) nos eritrócitos (µg g-1) 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 detecção; LOQ: limite 

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

 

Eritrócito  
A M1 M2 C LOD LOQ 

Al 17,0 (16,8 - 33,3)a 7,5 (5,6 - 14,1)b 23,4 (6,9 - 52,7)a 27,7 (26,8 - 229)a 0,214 0,528 
Ti 0,4 (0,2 - 0,5)a 0,2 (0,1 - 0,4)a <LOQ 0,3 (0,16 - 3,4)a 0,025 0,025 
V 0,1 (0,05 - 0,1)a 0,4 (0,3 - 1,6)bc 0,6 (0,5 - 0,8)b 0,1 (0,1 - 0,8)ac 0,009 0,021 
Cr 8,6 (0,6 - 47,8)a <LOQ 1,1 (0,1 - 3,3)a 1,5 (0,5 - 22,1)a 0,014 0,029 
Mn 1,3 (0,8 - 1,7)a 0,3 (0,1 - 0,4)b 0,8 (0,5 - 1,1)a 0,9 (0,5 - 4,5)a 0,035 0,069 
Fe56 2142 (1964 - 2149)a 2004 (1974 - 2449)ab 2379 (1874 - 3055)ab 2323 (2251 - 9194)b 0,861 1,856 
Ni 0,1 (0,04 - 0,6)ab 0,06 (0,032 - 0,1)a 0,5 (0,1 - 1,5)b 0,1 (0,1 - 0,5)ab 0,013 0,031 
Cu 2,5 (1,5 - 2,5)a 2,2 (1,1 - 3,3)a 2,5 (0,9 - 3,3)a 2,5 (2,1 - 6,0)a 0,073 0,166 
Zn 25,8 (18,1 -40,6)a 50,9 (9,9 - 58,5)a 40,2 (24,5 - 42,4)a 32,2 (31,1 - 147)a 0,795 1,613 
As <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 0,102 0,218 
Se 1,6 (1,3 - 1,8)a 55,5 (45,2 -56,5)b 62,4 (39,6 - 86,6)b 2,9 (2,9 - 9,2)a 0,303 0,663 
Rb 4,8 (4,4 - 4,9)a 4,5 (3,9 - 4,8)a 5,7 (3,0 - 6,5)a 5,1 (3,7 - 14,0)a 0,027 0,062 
Sr 0,8 (0,6 - 1,3)a 1,7 (0,3 - 2,4)a 0,8 (0,1 - 1,6)a 3,3 (2,0 - 12,2)b 0,012 0,027 
Y <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 0,002 0,004 
Zr 0,8 (0,03 - 0,1)ac <LOQ 0,4 (0,0 - 1,3)bc 0,2 (0,1 - 0,4)b 0.033 0.079 

Nb 0,007 (0,004 – 0,008)a <LOQ 0,05 (0,01 - 0,1)b 0,03 (0,008 - 0,05)b 0.012 0.031 
Mo 0,1 (0,05 – 0,1) a 0,2 ± (0,2 – 0,2)b <LOQ <LOQ 0,061 0,133 
Ag 0,04 (0,04 - 0,3)a 0,9 (0,8 - 3,9)b 4,5 (4,0 - 43,0)c 3,3 (1,4 - 13,4)bc 0.028 0.066 

Cd <LOD <LOD <LOD <LOD 0,013 0,030 
Sn 17,7 (17,5 - 18,8)a 31,4 (30,7 - 58,2)ab 37,8 (33,1 - 117,5)b 17,1 (15,2 - 119,3)a 0,011 0,025 
Ba 0,3 (0,2 -0,8)ab 0,1 (0,1 - 0,1)c 0,8 (0,2 - 6,8)a 0,3 (0,006 - 0,5)bc 0.078 0.192 
La 0,02 (0,01 - 0,03)a 0,01 (0,01 - 0,03)a 0,01 (0,01 - 0,2)a 0,01 (0,01 - 0,14)a 0.005 0.012 

Ce 0,05 (0,03 - 0,1)a <LOQ 0,2 (0,02 - 0,3)a 0,1 (0,02 - 0,3)a 0,004 0,009 
W 0,1 (0,1 - 0,1)a 0,1 (0,1 - 0,2)b <LOQ <LOQ 0,011 0,027 
Hg <LOQ <LOD <LOQ <LOQ 0,010 0,021 
Pb 0,12 (0,11 - 0,13)a <LOQ <LOQ 0,09 (0,05 - 0,22)a 0.038 0.082 

Bi <LOD <LOD <LOD <LOD 0,077 0,186 
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Tabela 5. Concentração de metais e metaloides (mediana e valores de 1º e 3º quartil) no plasma (µg g-1) 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 detecção; LOQ: limite 

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

 

Plasma  
A M1 M2 C LOD LOQ 

Al 106 (49,3 - 112)a 93,5 (47,0 - 288)a 38,5 (25,8 - 51,5)b 110 (33,9 - 229)a 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)a 1,8 (1,1 - 6,4)c 1,0 (0,3 - 3,1)bc 0,5 (0,5 - 0,6)b 0,009 0,021 
Cr 9,9 (6,1 - 12,5)a 3,3 (2,3 - 38,5)ab 8,9 (0,6 - 11,7)ab 1,7 (1,3 - 6,5)b 0,014 0,029 
Mn 0,4 (0,1 - 0,5)a 1,7 (0,5 - 2,9)bc 2,0 (1,7 - 2,5)c 0,6 (0,4 - 1,1)ab 0,035 0,069 
Fe56 98,4 (63,4 - 125)a 627 (217 - 659)b 1389 (173 - 2411)b 202 (185 - 637)b 0,861 1,856 
Ni 0,2 (0,1 - 0,2)a 0,5 (0,1 - 3,1)a 3,4 (1,4 - 5,3)b 0,5 (0,4 - 0,8)a 0,013 0,031 
Cu 13,1 (10,3 - 13,9)a 11,2 (11,0 - 21,5)a 22,3 (20,2 - 24,4)b 11,3 (10,1 - 18,0)a 0,073 0,166 
Zn 164 (133 - 185)a 196 (177 - 472)b 256 (84,3 - 282)ab 195 (166 - 215)ab 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)a 33,0 (32,1 - 35,9)a 2,1 (2,0 - 2,3)b 0,303 0,663 
Rb 29,0 (28,6 - 32,9)a 1,5 (0,3 - 1,9)b 3,6 (1,4 - 5,2)b 1,6 (0,8 - 2,0)b 0,027 0,062 
Sr 14,6 (12,5 - 15,1)a 12,9 (10,9 - 36,4)a 9,8 (3,1 - 11,6)b 24,1 (22,0 - 29,4)a 0,012 0,027 
Y <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 0,002 0,004 
Zr 3,0 (0,1 - 6,0)a 0,7 (0,2 - 1,2)ab 2,3 (1,4 - 2,7)a 0,1 (0,01 - 0,2)b 0.033 0.079 

Nb 0,02 (0,02 - 0,03)a 0,1 (0,1 - 0,2)b <LOD <LOQ 0.012 0.031 
Mo 0,5 (0,4 – 0,6)a 0,6 (0,6 – 0,7)c <LOQ 0,3 (0,2 – 0,3) 0,061 0,133 
Ag 0,7 (0,6 - 1,6)a 32,8 (17,9 - 204)b 13,2 (12,1 - 34,7)bc 10,8 (7,3 - 17,1)ac 0.028 0.066 

Cd <LOD <LOD <LOD <LOQ 0,013 0,030 
Sn 62,9 (58,5 - 79,8)a 145 (124 - 525)b 89,7 (48,2 - 124)a 49,1 (29,5 - 62,1)a 0,011 0,025 
Ba 1,5 (1,2 - 14,5)a 1,6 (0,2 - 3,0)a 0,9 (0,4 - 1,4)a 1,2 (0,2 - 3,3)a 0.078 0.192 
La <LOQ 0,1 (0,06 - 0,1)a <LOQ 0,1 (0,03 - 0,1)a 0.005 0.012 

Ce <LOQ 0,1 (0,1 - 0,1)a <LOQ 0,1 (0,1 - 0,3)a 0,004 0,009 
W 0,05 (0,05 – 0,06)a 0,1 (0,1 – 0,13)b <LOQ 0,04 (0,03 – 0,05)a 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 hematológicos, imunológicos, genotóxicos, 

mutagênicos e fisiológicos 

 

Tabela 6. Variáveis hematológicas e imunológicas (média ± SEM) do sangue de 

tilápia-do-nilo, O. niloticus, coletadas nas lagoas Alegre, Maemba (pontos 1 e 2) e 

Carapebus. Letras diferentes indicam diferença significativa entre Alegre e lagoas 

(p<0,05). 

 

Lagoas 

Parâmetros Alegre Maemba 1 Maemba 2 Carapebus 

Células vermelhas     

Hematócrito (%) 26,4 ± 4,1 a 29,7 ± 6 a 27,2 ± 4,6 a 25 ± 3,4 a 
Hemoglobina (g dL-1) 7,5 ± 1,8a 1,7 ± 0,7b 7,6 ± 1,1a 5,8 ± 1,4c 

Eritrócito (x 106 µL-1) 3,8 ± 0,4a 2,6 ± 0,2b 2,8 ± 0,2b 2,6 ± 0,6b 

VCM (fL) 67,5 ± 8,7a 121,6 ± 21,2b 103,4 ± 22,3b 102,4 ± 25,0b 

CHCM (g dL -1) 33,1 ± 4,8ac 7,0 ± 3,0b 34,1 ± 3,9c 29,0 ± 4,1a 

HCM (pg cel-1) 23,4 ± 6,4a 9,2 ± 2,8b 34,3 ± 4,7c 26,8 ± 7,3a 

     

Leucograma     

Leucócitos (x 104 µL) 4,6 ± 0,4a 8,9 ± 1,0 b 5,8 ± 0,6a 6,9 ± 0,6 ab 
Trombócitos (x 103 µL) 28,2 ± 3,8 a 25,1 ± 3,0 a 12,7 ± 0,9 b 14,1 ± 1,8b 

Monócitos (%°) 2,7 ± 0,3a 2,0 ± 0,3 a 2,1 ± 0,2 a 1,9 ±0,2 a 
Linfócitos (%°) 55,2 ± 3,2a 74,0 ± 3,2b 82,9 ± 2,9 b 79,8 ± 1,9 b 

Neutrófilos (%°) 31,2 ± 3,4a 18,9 ± 2,5b 5,8 ± 0,8c 4,8 ± 0,6c 

Basófilos (%°) 0,2 ± 0,1 a 0,2 ± 0,1 a 0,0 ± 0,0 a 0,3 ± 0,1 a 
Eosinófilos (%°) 0,1 ± 0,1a  0,5 ± 0,2 a 4,0 ± 0,7b 9,8 ± 1,2c 

Célula granulocíƟca 
especial (%°) 

8,7 ± 0,8a 6,7 ± 1,0ab 1,1 ± 0,3c 4,8 ± 0,6b 

     
Anomalias     

Núcleo normal (%°) 96,3 ± 2,4 98,5 ± 1,2 98,5 ± 1,1 98,6 ± 1,3 

Núcleo com broto (%°) 2,0 ± 0,6a 0,7 ± 0,2b 0,8 ± 0,3ab 0,4 ± 0,1b 

Núcleo lobado (%°) 0,5 ± 0,2a 0,2 ± 0,0a 0,0 ± 0,0b 0,0 ± 0,0b 

Núcleo entalhado (%°) 2,3 ± 0,9a 0,9 ± 0,3a 1,0 ± 0,4a 0,2 ± 0,1b 
Núcleo com vacúolo 

(%°) 
0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 

     

Dano mutagênico     

Micronúcleo (%°) 0,1 ± 0,0a 0,1 ± 0,0a 0,0 ± 0,0b 0,6 ± 0,2c 
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Em todos os locais não houve diferenças significativas no Hct de tilápia-do-nilo; 

entretanto, em Alegre, o maior RBC resultou em menor VCM (Tabela 6). As 

concentrações de Hb foram maiores nos peixes de Alegre e Maemba-M2 e as 

concentrações de Hb, HCM e CHCM foram menores nos peixes de Maemba -M1 do 

que nos peixes de outros locais (Tabela 6).  

O volume de leucócitos totais foi maior nos peixes de Maemba -M1 do que em 

M2, Carapebus e Alegre (Tabela 6). Considerando os tipos de leucócitos, em Alegre o 

percentual de linfócitos foi menor e de neutrófilos e células granulocíticas especiais foi 

maior que nos demais locais. Os eosinófilos foram maiores nos peixes coletados em 

Carapebus, os monócitos não diferiram entre os locais e os basófilos foram raramente 

encontrados (Tabela 6). Os trombócitos totais foram maiores nos peixes de Alegre e 

Maemba-M1.  

A maioria dos eritrócitos apresentou núcleo 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 micronúcleos 

evidenciando algum grau de indução de mutagenicidade (Tabela 6).  

A atividade respiratória de leucócitos foi menor nos peixes de Alegre (Figura 2A), 

a lisozima sérica e a concentração plasmática total foram menores nos peixes de 

Alegre e Carapebus (Figura 2B e 2C). 

O cortisol plasmático foi maior nos peixes de Carapebus, mas não 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 imunológicos em tilápia-do-nilo, O. niloticus (n=12), coletados nas lagoas 

Alegre (A), Maemba Ponto1 (M1), Maemba Ponto 2 (M2) e Carapebus (C). A: Atividade respiratória 

leucocitária, B: Concentração sérica de lisozima e C: Proteína plasmática total (TPP). Valores 

representados por média ± SEM (n=12). Letras diferentes indicam diferença significativa (p<0,05). 

 

 

Figura 3. Biomarcadores de estresse fisiológico em tilápia-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 diferença 

significativa (p<0,05). 
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3.4. Análise de Componentes Principais (PCA) 

 

A integração dos biomarcadores pela análise 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 associação de hemácias, ENAs (entalhados, com brotos 

e lobados) e leucócitos (neutrófilos e monócitos) a Alegre. PC 2 agrupou Carapebus 

e Maemba-M2 associados ao cortisol, atividade respiratória de leucócitos, linfócitos, 

eosinófilos e micronúcleos. Maemba-M1 foi associado com leucócitos totais e 

concentração de lisozima, e inversamente associado a hemoglobina, hemoglobina 

corpuscular média e concentração de hemoglobina corpuscular média. 

A integração PCA de metais em eritrócitos e biomarcadores (Figura 4B) explica 

53,9% da variabilidade total dos dados (PC 1: 33,1% e PC 2: 20,8%). O micronúcleo 

foi associado aos metais Ag, Nb, Sn e Sr nas lagoas Maemba (M2) e Carapebus, e os 

biomarcadores em Alegre não foram associados a nenhum metal nos eritrócitos. 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 leucócitos foram 

associados aos metais Sn, La, Ag, Sr, Al, V e Zn no plasma em Maemba (M1), o 

cortisol e o eosinófilo foram associados aos metais Mn, Fe, Ti e Pb no plasma em 

Maemba (M2) e Carapebus, além de estarem associados ao linfócito e aos metais Cu 

e Ni no plasma em Carapebus. 

 

3.5. Correlação de Sperman 
 

A análise de correlação de Sperman correlacionou a concentração de metais 

nos eritrócitos com Mn em água (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 eritrócitos, o As com núcleo entalhado (rs = 0,75). 

Enquanto que no plasma, o W foi negativamente correlacionado com Hb e HCM (rs = 

-0,80), As e Nb com neutrófilos (rs = 0,81 e rs = 0,71, respectivamente) e eosinófilos 

(rs = 0,90 e rs = -0,81, respectivamente), Mo com eosinófilos (rs = -0,70). 

Leucócitos totais e trombócitos não foram correlacionados com nenhum 

metal/metaloide. 
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A atividade respiratória de leucócitos foi correlacionada com Rb (rs = 0,74) e Mo 

na água (rs = 0,69) e sedimento (rs = 0,74). A lisozima sérica e a concentração 

plasmática total não apresentaram correlação com metais/metaloides na água e no 

sedimento. Os níveis de cortisol e glicose não apresentaram correlação com metais. 

 
Figura 4. Biplots de PCA representando respostas de biomarcadores sanguíneos de O. niloticus (A), 

biomarcadores sanguíneos e metais em eritrócitos de O. niloticus (B) e biomarcadores sanguíneos e 

metais em plasma de O. niloticus (C). Os agrupamentos estão relacionados a diferentes lagoas (Alegre, 

Maemba ponto 1 e 2 e Carapebus). Hb: hemoglobina; Ht: hematócrito; PPT: proteína plasmática total; 

CTS: cortisol; SLC: lisozima; G: glicose; VCM: volume corpuscular médio; CHCM: concentração média 

de hemoglobina corpuscular; HCM: hemoglobina corpuscular média; Er: eritrócitos totais; ARL: 

atividade respiratória de leucócitos; Lc: leucócitos totais; Tb: trombócitos totais; Mc: monócito; Lf: 

linfócito; Nt: neutrófilo; Eo: eosinófilo; CGE: célula granulocítica especial; LI: leucócitos imaturos; EN: 

eritrócito normal; Bb: núcleo com broto; Lb: núcleo lobado; Ntc: núcleo entalhado; MNU: micronúcleo. 
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3.6. Análise discriminante linear (LDA) 
 

 A LDA foi aplicada para identificar quais biomarcadores explicaram melhor as 

diferenças espaciais. Dos 24 biomarcadores, 15 foram utilizados para diferenciar os 

pontos de coleta (atividade respiratória de leucócitos, CHCM, micronúcleo, célula 

granulocítica especial, neutrófilo, núcleo lobado, núcleo entalhado, trombócito, 

número total de eritrócitos, eritrócito normal, basófilo, glicose, núcleo com broto, 

leucócitos, hematócrito), sendo que 12 desses biomarcadores foram suficientes para 

uma classificação 100% correta.  

 

3.7. Análise de procrustes generalizada (GPA) 
 

 A GPA foi aplicada para avaliar a correspondência entre as concentrações de 

metal na água, no sedimento, nos eritrócitos e no plasma dos peixes coletados nas 

lagoas e em Alegre, e os biomarcadores que utilizavam eritrócito e os que utilizavam 

o plasma. A soma dos eixos da GPA explicaram 75,2% da variância total (primeiro eixo 

(CP1)= 42,4%; e segundo eixo (CP2)= 32,8%) (Figura 5). A CP1 gerou uma 

configuração de consenso que separou a Alegre das lagoas e a CP2 separou Maemba 

de Carapebus. As concentrações de metais no sedimento com a concentração de 

metais nos eritrócitos se sobreporam em todos os locais de coleta, sugerindo forte 

correspondência, incluindo também a concentração de metais no plasma quando se 

observa o ponto 2 da Maemba. A GPA sugere que tanto os biomarcadores no eritrócito 

quanto no plasma não tinham correspondência forte com os metais no eritrócito e no 

plasma, respectivamente.  
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Figura 5. Biplot de GPA considerando as concentrações de metais na água e no sedimento, nos 

eritrócitos e no plasma e os biomarcadores medidos no eritrócito e plasma de O. niloticus, coletados 

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

 

4. Discussão 
 

A água e o sedimento de todos os locais apresentaram diferenças e semelhanças 

associadas à localização e às ações antrópicas do entorno. As diferenças nas 

características físico-químicas como condutividade e salinidade que diferenciaram 

Carapebus dos demais locais evidenciam a influência da comunicação periódica com 

o mar durante o período chuvoso ou associada às variações de maré tornando essas 

águas salobras de acordo com a resolução CONAMA 357, 2005 (CONAMA, 2005) 

que define os limites de salinidade em água doce, salobra e marinha. Da mesma 

forma, o nível de O2 dissolvido em Alegre, inferior ao de Maemba e Carapebus, 

diferenciou este local dos demais. A estrutura geológica, as condições atmosféricas, 

a proximidade das fontes de contaminação afetam as características físico-químicas 

dos sistemas aquáticos, bem como a concentração 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 especiação 

dos metais determinando suas interações com outros elementos na água, a 

solubilidade e, consequentemente, a disponibilidade do metal para a biota aquática e 

a toxicidade (Fernicola et al., 2003, Namiesnik e Rabajczyk, 2010). 

Em geral são esperados metais no sedimento; este compartimento tem um papel 

importante no ciclo geoquímico dos elementos. Neste local são depositadas 

substâncias com diferentes estruturas e propriedades, incluindo íons metálicos 

hidratados, metais adsorvidos em partículas sólidas ou compostos complexos e, 

transformações químicas e bioquímicas decorrentes da atividade de microrganismos 

(Motorelli et al., 2009). Os metais são contaminantes persistentes e podem migrar do 

sedimento para a fase aquática dependendo das condições físico-químicas do 

ambiente. Oxigênio dissolvido no meio aquático, principalmente inferior a 4,5 mg L-1, 

é considerado como hipóxia ambiental severa, favorece o aumento da concentração 

de metais na coluna d'água ao mobilizar os do sedimento (Liu et al., 2019). A hipóxia 

severa aumenta as concentrações de Pb, Cd, Cu e Cr, e a alta salinidade influencia 

na mobilidade do As, aumentando sua concentração na coluna d’água (Liu et al., 

2019). Por outro lado, altos níveis de O2 favorecem a precipitação de metais como 

óxido, hidróxido ou carbonato (Hopkinson e Barbeau, 2007; Namieśnik e Rabajczyk, 

2010). 

Considerando a distribuição de metais/metaloides em Alegre, e nas lagoas 

Maemba e Carapebus, as maiores concentrações de metais na água (Al, Ti, Mn, fe , 

Ni, Ba, La, Ce) e sedimento (Al, Ti, V, Fe, Rb, Y, Ag, Ba, La, Ce e Pb) em Alegre está 

associado, em parte, a constituição geoquímica do solo (Cunha, 2018) e possível 

contaminação por material particulado proveniente da extração de mármore e granito 

nesta região. Em Carapebus, a alta concentração de alguns metais no sedimento (V, 

Cr, Fe, As, Sr e Bi) provavelmente está associada à intensa atividade metalúrgica da 

Região Metropolitana da Grande Vitória, que inclui a produção de aço e outras ligas 

metálicas e a pelotização e exportação de minério de ferro no complexo industrial de 

Tubarão. Tais atividades aumentam a carga metálica no ambiente e 

consequentemente, nos corpos aquáticos, porém apenas em Alegre, as 

concentrações de Al e Fe ficaram acima da concentração máxima recomendada pela 

resolução CONAMA 357 (CONAMA, 2005) para a preservação da biota aquática 

(águas classes 1 e 2) entre os metais (As, Ba, Cd, Pb, Cu, Cr, Mn, Ni, Se, V e Zn) 

incluídos nesta resolução. Contaminantes metálicos emergentes como Ti, Y, Sr, La, 
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Ba, Ce encontrados em água e sedimentos não estão incluídos na Resolução 

CONAMA 357 de 2005. 

A salinidade pode interagir com compostos dissolvidos na água contribuindo para 

a variação de sua toxicidade e afetar a mobilidade do metal do sedimento para a 

coluna d'água (Cañedo-Arguelles e Schäfer, 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 concentração de íons nos fluidos corporais dos peixes 

implicando em custo energético para manutenção do equilíbrio iônico (Cañedo-

Arguelles e Schäfer, 2018) o que pode ter efeitos negativos pela redução da ingestão 

alimentar (Souke, 2007), baixa taxa de crescimento e sobrevivência (Hintz e Relyea, 

2017) e malformações (Chinathamby et al., 2006). Em relação ao pH da água que é 

um fator importante para a sobrevivência da biota aquática (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 íons e a excreção de amônia 

(Laurent et al., 2000). O pH influencia a disponibilidade do metal, muitos metais são 

insolúveis em pH neutro ou básico, favorecendo assim a adsorção pela matéria 

orgânica e acumulando-se em sedimentos (Walker et al., 2005), porém, em níveis de 

pH mais ácidos, esses metais podem ser liberados na água, tornando-os 

biodisponíveis para a biota (Gaur et al., 2005). 

Considerando os metais presentes na água e no sedimento de Alegre, Maemba e 

Carapebus, eram esperados a presença desses metais no sangue das tilápias que 

vivem nesses locais. A absorção de metais pode ser feita pelas brânquias, diretamente 

da água via respiração e/ou do sedimento, pois esta espécie forrageia o sedimento a 

procura de alimento. Os metais no plasma e nas células sanguíneas podem afetar a 

estrutura das células e sua função. 

A tilápia-do-nilo é conhecida por ser uma espécie de peixe altamente tolerante às 

condições 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 condição que 

os coletados em Maemba-M1. O Kn está 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 orgânica e as condições salobras da lagoa podem 

favorecer o crescimento dos peixes como já enfatizado por Alvarenga et al., (2018). 

Em geral, a poluição 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 não tratado que fornece grande quantidade de 

matéria orgânica favorecendo altos níveis de produtividade (Alberto et al., 2005). 

Embora o Kn tenha apresentado boa condição dos peixes, a concentração de 

metais nas células sanguíneas e no plasma de O. niloticus evidenciou contaminação 

dos peixes e os biomarcadores sanguíneos mostraram ajustes hematológicos para 

manter a capacidade de transporte de O2 e alterações na capacidade imune inata e 

nível de estresse. Além disso, os eritrócitos dos peixes coletados em Alegre exibiram 

genotoxicidade e os de Carapebus exibiram mutagenicidade. Em geral, os 

biomarcadores sanguíneos são influenciados por fatores intrínsecos como idade, 

nutrição, reprodução e fatores externos como nível de O2, pH, salinidade e a presença 

de contaminantes, como os metais, que dependendo da sua concentração pode 

resultar em alterações nesses biomarcadores (Burgos-Aceves et al., 2019, Ibrahim e 

ElSayed, 2023). 

Considerando esses fatores, o maior número de hemácias e mais alta 

concentração de Hb nos eritrócitos dos peixes de Alegre sugere resposta fisiológica à 

baixa concentração de O2 dissolvido uma vez que os peixes precisam manter o 

metabolismo aeróbico. Baixo nível de O2 dissolvido na água induz tais alterações para 

substituir Hb oxidadas ou desnaturadas de forma a aumentar a captação de O2 

(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 concentração de Hb, baixo HCM e 

CHCM nos eritrócitos dos peixes de Maemba-M1 caracterizou anemia normocítica 

hipocrômica. Embora a anemia possa ser avaliada por Hct inferior a 20% (Claus et al., 

2008), os peixes de todas as lagoas e de Alegre não apresentaram Hct inferior a 20%, 

o que sugere que a baixa concentração de Hb e o HCM e CHCM devem também ser 

avaliados para diagnosticar anemia em peixes. Anemia também foi detectada em 

peixes coletados em reservatórios com altos níveis 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 não estar diretamente relacionada com metais na 

água, sedimentos e, mesmo com metais nos eritrócitos e plasma, uma vez que não 

foram encontradas correlações entre estes dados e metais. 

Embora ENAs tenham sido encontrados em níveis elevados nos peixes de Alegre 

e Maemba, o micronúcleo nos eritrócitos foi maior nos peixes de Carapebus, 

sugerindo a presença de elemento mutagênico no ambiente. Micronúcleo foi induzido 
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em Channa Punctatus exposto à As, Ni, Cd e Cr (Singh et al., 2019). Neste estudo, o 

micronúcleo foi associado aos metais Ag, Nb, Sn e Sr nos eritrócitos dos peixes das 

lagoas Maemba ponto 2 e Carapebus. 

Os leucócitos totais são um parâmetro importante para avaliar o estado 

imunológico dos peixes e a porcentagem diferencial deles indica doença infecciosa 

e/ou condição inflamatória (Tavares-Dias et al, 2013; Soares et al, 2022). Os linfócitos 

são os leucócitos mais abundantes em peixes e estão envolvidos na resposta imune 

a patógenos (El-Sayed et al., 2007; Saudauskas-Henrique et al., 2011), os basófilos 

são os menores leucócitos e também relacionados a sistema imunológico, os 

neutrófilos são fagócitos e são recrutados para o local inflamatório por quimiocinas ( 

Katzenback e Belosevic , 2009; Havixbeck e Barreda, 2015), os eosinófilos são 

eficazes no controle de infecções parasitárias e os monócitos contribuem para 

populações de macrófagos residentes nos tecidos durante condições inflamatórias 

(Hashimoto et al., 2013; Varol et al., 2015). Mudanças em suas porcentagens no 

sangue periférico estão associadas a alterações no sistema imune dos peixes e 

podem indicar doenças em peixes (Seriani et al., 2015). 

Em geral, em Alegre, o número total e a porcentagem dos diferentes tipos de 

leucócitos estavam na faixa encontrada em O. niloticus em cultivo intensivo (Tavares-

Dias e Mariano, 2015) sugerindo que os metais presentes no sangue não estão 

afetando diretamente a capacidade imunológica dos peixes. Entretanto, o total de 

leucócitos dos peixes de Maemba-M1 indica alterações no sistema imunológico. As 

variações de alguns tipos de leucócitos em peixes de ambiente natural, como em 

Maemba e Carapebus, podem estar relacionadas à possível deficiência de alimentos 

e/ou de alguns nutrientes no ambiente bem como à presença de metais e outros 

contaminantes. A maior porcentagem de linfócitos nos peixes de Maemba (M1 e M2) 

e de Carapebus sugere processo inflamatório. Aumentos de linfócitos foram relatados 

no sangue de O. niloticus exposto à mistura de metais presentes no MPASe de origem 

metalúrgica por 96 h (Soares et al., 2022). A neutropenia nos peixes de Maemba-M2 

e Carapebus sugere a presença de parasitas (Furtado et al., 2019) o que é reforçado 

pela presença de elevada percentagem de eosinófilos que também estão associados 

à presença de parasitas (Martins et al., 2004). Alguns metais como o Pb, pesticidas e 

nonilfenóis podem comprometer a imunocompetência dos peixes (Witeska, 2005, 

Segner et al., 2022). Os trombócitos estão relacionados à hemostasia (coagulação do 

sangue) e como fagócitos no processo de infecção em peixes (Tavares-Dias, 2003; 
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MARTINS et al., 2004). O total de trombócitos variou no sangue dos peixes de todas 

as lagoas, sendo que nos peixes de Maemba-M1 sugerem uma resposta conjunta aos 

linfócitos no foco inflamatório. 

A atividade respiratória de leucócitos resulta da fagocitose, gera espécies reativas 

de oxigênio e está relacionada à ativação do sistema imunológico contra agente 

patogênico (Jorgensen e Robertsen, 1995, Raida e Buchmann, 2009, Mohanty e 

Sahoo, 2010). No presente estudo, o surto respiratório nos leucócitos ocorreu em 

peixes provenientes de lagoas próximas às indústrias metalúrgicas. Porém, em O. 

niloticus exposto ao MPASe, por 96 h, a atividade respiratória dos leucócitos diminuiu 

(Soares et al., 2022). Possivelmente, esta maior atividade nos peixes das lagoas 

esteja relacionada a outros contaminantes, já que essas lagoas recebem esgoto 

doméstico e há intensa atividade de pesca e lazer o que pode aumentar a presença 

de patógenos. 

Os níveis de lisozima no soro estão relacionados a infecções e processos 

inflamatórios, bem como à exposição ao MPASe conforme apontado por Soares et al. 

(2022). O nível mais elevado de lisozima nos peixes de Maemba-M1 foi relacionado 

com alguns processos inflamatórios nestes peixes juntamente com o maior número 

de leucócitos. 

O estresse em peixes pode ser identificado pelos biomarcadores fisiológicos 

cortisol e glicose; o aumento do cortisol é a resposta primária (Wendelaar Bonga, 

1997) seguido pelo aumento da glicose para suportar o aumento da demanda 

energética (Iwama et al., 1999; Mommsem et al., 1999). A exposição de O. niloticus 

ao MPASe aumentou os níveis de cortisol e glicose (Soares et al., 2022; Adorno et al., 

2023). Nos peixes das lagoas, o nível de cortisol sugere um ambiente mais 

estressante que o de Alegre, mas os níveis de glicose foram maiores apenas nos 

peixes da Maemba-M1. Apesar disso, os níveis 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 análise dos biomarcadores sanguíneos e metais na água, sedimento, eritrócitos 

e plasma nas análises 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 variações em diferentes tipos de 

biomarcadores, as análises multivariadas revelaram que a maioria dos biomarcadores 
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utilizados neste estudo não apresentaram forte correspondência com os metais nos 

eritrócitos e no plasma sanguíneo o que pode ser explicado por concentrações que 

não induziram alterações celulares e/ou interações que contribuíram para reduzir as 

ação dos metais nas células sanguínea; ou ainda outras possíveis fontes de 

contaminação. Isso enfatiza a necessidade de considerar outros potenciais fontes de 

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

 

5. Conclusão 

Embora a interpretação dos fatores bióticos com os fatores abióticos na 

fisiologia do sangue dos peixes seja complexa, é possível observar como as respostas 

podem ser diferentes em ambientes influenciados por diferentes fontes de 

contaminação. Embora Alegre esteja localizada em um centro de aquicultura, este 

local foi o que apresentou maior concentração de metais na água e sedimento, o que 

mostra a dificuldade de encontrar ambientes de referência 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, são mais influenciadas pelas 

atividades antrópicas ao seu redor e das atividades metalúrgicas, o que se reflete nos 

peixes, uma vez que apresentaram anemia e mutagenicidade além de alterações nas 

respostas imunológicas. Comparando as lagoas, é possível observar uma resposta 

mais acentuada nos peixes coletados em lagoas próximas às atividades metalúrgicas. 

Assim, o presente estudo confirma a hipótese de que os peixes localizados em lagoas 

próximas a centros urbanos e indústrias metalúrgicas são influenciados por seus 

efluentes e contaminantes do seu entorno. No entanto, é difícil dizer com certeza quais 

fontes são as principais contribuintes para essas alterações fisiológicas. Embora este 

estudo tenha como foco o acúmulo de metais em O. niloticus, a presença de outros 

fatores não pode ser ignorada, como efluentes domésticos, matéria orgânica, 

microplásticos, entre outros possíveis contaminantes que podem ter efeito sinergético 

ou antagônico nas variáveis sanguínea de Oreochromis niloticus. 
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RESUMO 

As águas residuais e emissão de poluentes industriais e domésticos afetam os 

ecossistemas. No Brasil, a atividade de indústrias de pelotização e exportação de 

minério de ferro é acentuada no estado do Espírito Santo, pela presença do Complexo 

de Tubarão e de Ubu. O presente estudo teve como objetivo investigar os ajustes para 

a manutenção da regulação osmótica e iônica e equilíbrio ácido-base nas brânquias 

e nos rins, assim como a osmolalidade e a concentração de íons plasmáticos de 

Oreochromis niloticus coletados nas lagoas Maemba (ponto M1 e M2) e Carapebus, 

próximas a esses complexos, e em um sistema de aquicultura localizado em Alegre, 

cidade distante desses Complexos industriais. A concentração de metais na água e 

no sedimento nos locais de coleta e nas brânquias e rins de O. niloticus desses 

ambientes foram quantificados, e biomarcadores bioquímicos e morfológicos 

relacionados a regulação iônica foram analisados nos peixes coletados. Os peixes de 

Alegre apresentaram a maior área de ionócitos no rim. Os peixes de Maemba-M1 

apresentaram a maior área fracional de ionócitos na brânquia, possivelmente para 

favorecer a absorção de íons, e a maior atividade da anidrase carbônica no rim. Os 

peixes de Maemba-M2 e Carapebus apresentaram respostas dos biomarcadores 

renais semelhantes, apesar de terem sido coletados em locais com características 

distintas. Os peixes de Maemba-M1 apresentaram a menor concentração de K+ no 

plasma e a menor osmolalidade, entretanto, os valores estavam dentro da faixa de 

osmolalidade em teleósteos, assim como os peixes dos outros locais de coleta. Dessa 

forma, apesar dos peixes enfrentarem desafios diferentes, os ajustes observados para 

a manutenção da regulação osmótica e iônica foram eficazes. Esperávamos que 

diferentes locais desencadeassem mecanismos diferentes, porém, apesar de 

Maemba ponto 2 e Carapebus apresentarem características distintas, as respostas 

observadas nos biomarcadores renais foram semelhantes. Este estudo destaca a 

complexibilidade das interações nos ambientes naturais e a necessidade de 

investigações adicionais para compreender melhor os mecanismos osmorregulatórios 

em peixes de lagoas próximas a atividades metalúrgicas. Sendo assim, em estudos 

de monitoramento ambiental, é essencial utilizar múltiplos biomarcadores para avaliar 

os efeitos nesses mecanismos. 

Palavras-chave: Metalurgia. Osmolalidade. ATPases. Anidrase carbônica. Ionócitos. 

Brânquias. Rins.    
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1. Introdução  
 

As águas residuais e emissão de poluentes industriais e domésticos em corpos 

hídricos acarreta danos ecológicos e perdas econômicas (Afolalu et al., 2022), o que 

faz com que essa problemática venha a ser alvo de estudos em todo o mundo (Morin-

Crini et al., 2022). Esses estudos fornecem informações sobre a interação dos 

poluentes com os ecossistemas aquáticos, se tornando uma importante ferramenta 

para a determinação de padrões de qualidade e atualização da regulamentação das 

condições e padrões de lançamento de efluentes (Hommen et al., 2010). 

O estado do Espírito Santo (Brasil), como outros locais, apresenta diversas 

fontes potenciais de poluição, envolvendo trânsito de veículos, lançamento de 

efluentes sem tratamento em corpos hídricos e, sendo um estado rico em recursos 

minerais, a presença de indústrias de extração de rochas ornamentais e de 

revestimento, pelotização e exportação de minério de ferro e produção de aço (Santos 

et al., 2017; Santos et al., 2022, Vieira e Menezes, 2015). Essas atividades aumentam 

o acúmulo de resíduos nos recursos hídricos podendo ser tóxicos a biota residente (El 

Zrelli et al., 2021; Gong et al., 2021). As lagoas são importantes pois são habitat de 

diferentes organismos, possibilitam o fornecimento de água às comunidades no seu 

entorno e são 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 poluição as águas residuais industriais, 

domésticas e agricultura e fontes indiretas como a deposição de material particulado 

atmosférico emitidos por indústrias (Chen et al., 2017). Esses resíduos e a constante 

deposição de material particulado atmosférico sedimentável (partículas > 10 µm) é 

uma ameaça para a vida aquática, visto que o acúmulo e persistência de 

contaminantes nesse ambiente favorece um cenário de exposição crônica e, 

consequentemente, a possibilidade de bioacumulação de substâncias químicas nos 

organismos desses ecossistemas (Chen et al., 2019; Cui et al., 2020).  

Na Região Metropolitana da Grande Vitória (RMGV) e Anchieta (Espírito Santo 

– Brasil) estão localizadas as lagoas Carapebus e Maemba, próximas a indústrias 

metalúrgicas, que além de resíduos domésticos, estão em área de influência de 

partículas atmosféricas sedimentáveis compostas por metais/metaloides e 

nanopartículas metálicas (80%) e matéria orgânica (20%) liberadas pelas indústrias 

metalúrgicas (Souza et al., 2018, Soares et al 2022). 
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 A utilização de biomarcadores para investigar a interação e efeito dessas 

atividades nos corpos hídricos se faz necessária e os peixes são ótimos modelos para 

esses estudos. Poluentes como metais/metaloides e nanopartículas metálicas podem 

afetar a capacidade de regulação osmo-iônica dos peixes comprometendo o equilíbrio 

iônico e afetando funções vitais como contração muscular e transmissão de impulsos 

nervosos, além de gerar desidratação ou hiper-hidratação comprometendo a 

funcionalidade dos órgãos e até acarretar morte celular afetando todos os sistemas 

do organismo. Dessa forma, biomarcadores de regulação osmótica e iônica oferecem 

um panorama geral de como o ambiente pode estar afetando o equilíbrio interno dos 

peixes.  

O primeiro órgão do peixe a entrar em contato com as substâncias químicas do 

meio são as brânquias, elas desempenham importantes funções, dentre elas as trocas 

gasosas e o transporte de íons. Além das brânquias, os rins também são um 

importante órgão relacionado a regulação osmótica e iônica. Células localizadas nas 

brânquias e nos rins especializadas em trocas iônicas são denominadas ionócitos. 

Essas células, atuam no transporte de íons, via enzimas do grupo ATPase, como a 

Na+/K+-ATPase, H+-ATPase, que por meio da hidrólise do ATP, liberam energia que 

permite o transporte de íons contra um gradiente de concentração (Kultz e Somero, 

1995; Fernandes et al., 2007). A Na+/K+-ATPase, atua no efluxo de íons Na+ e influxo 

de íons K+ celular contribuindo para manter o potencial de membrana e regulação do 

volume celular (Bianchini et al., 1999; Sancho et al., 2003). Em relação ao ambiente 

em que o animal vive, água doce ou salina, a Na+/K+-ATPase participa do 

influxo/efluxo de Na+ no organismo, via brânquias (Fernandes, 2020). A H+-ATPase 

atua na regulação do pH intracelular, bombeando prótons (íons de H+) para fora da 

célula e criando uma força motriz para a entrada de Na+ (Evans et al., 2005).  

A tilápia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) é uma espécie eurialina que se 

encontra distribuída em todo o território brasileiro, inclusive nas lagoas Maemba e 

Carapebus, e possui a capacidade de realizar ajustes fisiológicos que a permite 

habitar ambientes com diferentes desafios como as variações nos parâmetros físico-

químicos da água. Dessa maneira, O. niloticus é considerada um modelo para estudos 

toxicológicos, e o uso de biomonitores permite uma melhor compreensão das 

condições do sistema aquático (Duarte et al., 2016). 
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O objetivo deste estudo foi investigar a presença de metais/metaloides na água 

e sedimento das lagoas Carapebus e Maemba localizadas próximas a indústrias 

metalúrgicas (pelotização e exportação de minério de ferro, produção de ligas 

metálicas) e possíveis efeitos na homeostasia osmo-iônica de O. niloticus coletados 

nessas lagoas e em local distante dessas indústrias. 

 

2. Materiais e métodos  

 

2.1. Área de estudo  

 As coletas foram realizadas em duas lagoas costeiras na Região Metropolitana 

da Grande Vitória, que se localizam próximos a áreas de atividade industrial 

metalúrgica: lagoa Carapebus e Maemba, e um sistema de cultivo de peixes 

localizados na cidade de Alegre, a aproximadamente 146 km das indústrias 

metalúrgicas próximas a lagoa Carapebus e 98 km da lagoa Maemba.    

A lagoa de Carapebus está localizada no município de Serra, litoral do estado 

do Espírito Santo e possui uma área de aproximadamente 0.4 km2 com 1.69 m de 

profundidade. A lagoa é separada do mar por um banco de areia; em estação de 

chuvas ou períodos de maré alta, a água da lagoa faz contato com o mar, variando 

sua salinidade e tornando a água salobra. Por se encontrar em uma região 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 pelotização e exportação de minério de ferro e produção de ligas 

metálicas, o Complexo de Tubarão. 

A lagoa Maemba está localizada no litoral sul do estado do Espírito Santo, na 

divisa dos municípios de Guarapari e Anchieta, a 65 km do Complexo de Tubarão; é 

a segunda maior lagoa do estado com aproximadamente 4.9 km2 e profundidade 

média de 1.9 m. A lagoa está separada do oceano pela Rodovia do Sol e é 

caracterizada por ser constituída por água 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 distribuída pela 

companhia de abastecimento para as comunidades vizinhas. A lagoa está localizada 

ao lado da indústria de pelotização de minério de ferro, e recebe água direta da 

barragem norte, que é um reservatório de águas residuais dos processos internos da 
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indústria metalúrgica, inclusive da água utilizada no mineroduto responsável pelo 

transporte do minério de ferro do estado de Minas Gerais para o Espírito Santo. 

O sistema de aquicultura em Alegre, está localizado no Instituto Federal do 

Espírito Santo (IFES), campus Alegre. Apesar de se encontrar afastada das atividades 

metalúrgicas, Alegre possui outras fontes de influência, pois se encontra em uma 

região caracterizada pela exploração de mármore e granito. 

Foram realizadas coletas de água, sedimento e peixes (O. niloticus) no mês de 

março 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 reservatório de águas residuais da 

indústria metalúrgica (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 água e sedimento: 
 

 A determinação dos parâmetros físico-químicos da água (salinidade, 

condutividade, temperatura, oxigênio dissolvido e pH) de cada lagoa e Alegre foi feita 

utilizando sonda multiparâmetro (Horiba). Amostras de água e sedimento foram 

coletadas manualmente, em triplicata. As amostras de água foram coletadas à 20 cm 

abaixo da superfície e as de sedimento foram coletadas a 10 cm da superfície do 

sedimento. As amostras de água e sedimento foram utilizadas para a análise química 

de metais. 

 

2.3. Coleta de peixes e amostras biológicas: sangue, brânquia e rim 
 

 As coletas de tilápia-do-nilo, O. niloticus (n = 10 em cada lagoa, massa corpórea 

= 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 puçá. Após a coleta, os peixes 

foram anestesiados em água contendo 0,1 g L-1 de benzocaína e amostra de sangue 

foi coletada por punção da veia caudal usando seringas heparinizadas. O sangue foi 

centrifugado para obter o plasma, que posteriormente seria utilizado para as análises 

plasmáticas (osmolalidade e concentração de íons Na+, K+ e Cl-). Posteriormente, os 

peixes foram mortos por secção medular e foi realizada a coleta de brânquias e rins 

para as análises bioquímicas (enzimas Na+/K+ ATPase, H+-ATPase e anidrase 

carbônica), imuno-histoquímica e microscopia eletrônica de varredura (MEV) da 
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superfície branquial. O plasma e amostras de brânquias e rins para as análises 

bioquímicas e para determinação da concentração de metais foram armazenados em 

nitrogênio líquido até serem transferidos para freezer -80 ºC, amostras de brânquias 

e rins para as análises em MEV foram fixados em glutaraldeído 2.5% em tampão 

fosfato 0,1M, pH 7.4 e para imuno-histoquímica, em solução de Bouin. As coletas 

foram autorizadas pelo ICMBio (SISBIO nº 77932-5) e seguiram os princípios éticos 

para uso de animal sendo aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) 

da Universidade Federal de São Carlos (CEUA nº 8972160123).  

 

2.4. Análise Química 
 

 Para a análise de metais, a água foi acidificada com HNO3 2%, e as amostras 

de sedimento, plasma, brânquias e rins, foram digeridas por 24 horas a 100 ºC em 3 

mL de HNO3 destilado, 750 µL de HCl destilado e 250 µL de H2O2, e filtradas em filtro 

de nitrocelulose de 0,45 µm. As amostras digeridas foram mantidas a 4 ºC até serem 

analisadas. Os brancos foram constituídos apenas com os ácidos, sem a amostra 

biológica, 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 triplicata, em cada amostra, utilizando Espectrômetro de Massas de 

Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-MS, Agilent 7500cx, Agilent Technology USA), 

equipado com um amostrador automático ASX-100 (CETAC Technologies, Omaha, 

NE).  

 

2.5. Osmolalidade e concentração de íons no plasma 
 

A osmolalidade foi medida em semi-microosmômetro por ponto de 

congelamento (Precision systems Inc, Micro-osmette Automatic High, 5004) utilizando 

50 µL de amostra de plasma. A osmolalidade foi expressa em mOsm kg-1. As 

concentrações de íons Na+ e K+ foram medidas utilizando um fotômetro de chama 

(Digimed, Dm-61, Digimed, Brasil), e a concentração de íon Cl- foi determinada 

utilizado kit comercial (Labstest, Brasil) em leitor de microplaca Molecular Devices 

SpectraMax M5 (Molecular Devices, San Jose, CA, EUA). As concentrações de íons 

foram expressas em mEq L-1. 
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2.6. Determinação da proteína total 
 

 O teor da proteína total nas amostras de brânquias e rins foram determinadas 

de acordo com o método de Bradford (Bradford, 1976), com adaptação para leitura 

em microplaca (Molecular Devices SpectraMax M5) utilizando albumina bovina como 

padrão conforme Kruger (1994). A absorbância das amostras foi medida em λ = 595 

nm. 

 

2.7. Determinação da atividade da Na+/K+ ATPase e H+ ATPase 
   

 A atividade da Na+/K+-ATPase e a H+-ATPase foram medidas nas brânquias e 

rins, seguindo o método de Gibbs e Somero (1989) com adaptação para leitura em 

microplaca descritas por Kultz e Somero (1995) e Gonzáles et al. (2005) e ambas 

foram expressas em µmol ATP mg pt-1.h-1. O método se baseia na desfosforilação do 

ATP para a oxidação do NADPH (fosfato de dinucleótido de nicotinamida e adenina). 

Cada amostra de brânquias e de rins foram homogeneizadas em tampão SEID 

(sacarose 150 mM, EDTA 10Mm, imidazol 50 mM; desoxicolato de sódio 2.5 mM) e 

centrifugadas por 7 min a 3200 rpm a 4 °C, o sobrenadante foi utilizado para 

determinar a concentração de proteína 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 poço da microplaca continha 5 μL de amostra homogeneizada e 195 μL 

de tampão de reação (imidazol 30 mM, NaCl 45 mM, KCl 15 mM, MgCl2 * 6H2O 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 ouabaína 2 mM ou com NEM 2 mM. A 

atividade da Na+/K+-ATPase foi medida na parte sensível a ouabaína e a atividade da 

H+- ATPase medida na fração sensível ao N-ethylmaleimide (NEM). 

 

2.8. Atividade da Anidrase Carbônica (AC) 
  

 A atividade da AC, nas brânquias e rins foi medida seguindo o método de Vitale 

et al. (1999), que se baseia na catálise de uma solução de CO2 pela enzima AC. As 

amostras de brânquias e rins foram homogeneizadas em tampão SEID, e 

centrifugados a 10,000 rpm durante 5 min a 4 °C, o sobrenadante foi utilizado para 
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determinar a concentração de proteína e a atividade da AC. A quantificação da 

atividade dessa enzima é efetuada em meio de reação (manitol 225 mM, sacarose 75 

mM e tris-fosfato 10 mM) pH 7,4 no qual foi adicionado 5 µL da amostra 

homogeneizada e 1 mL de água destilada saturada com CO2 a aproximadamente 2,5 

°C. A redução do pH foi medida em intervalos de 5 s ao longo de 30 s utilizando um 

pHmetro (Jenway 3510, Reino Unido). A atividade enzimática foi determinada pela 

razão entre a declividade da reta correspondente à taxa catalisada e à taxa não 

catalisada (U mg pt-1) 

 

2.9. Determinação da densidade e área fracional de ionócitos na superfície branquial 
 

 As amostras, previamente fixadas em glutaraldeído 2,5% em tampão 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). Após secarem em 

temperatura ambiente, as amostras foram fixadas em suportes de alumínio próprios 

para microscopia eletrônica de varredura (MEV) com auxílio de fita carbono dupla 

face. Posteriormente as amostras de brânquias foram cobertas com ouro 99% e 

depois analisadas em microscópio eletrônico de varredura (FEI Inspect S50) em 

aumento de 6000 x para obter imagens digitais de ionócitos em 5 áreas aleatórias no 

epitélio do filamento de 5 peixes por local. As imagens foram analisadas no software 

ImageJ (1.54d). Foram calculadas a área fracional de ionócitos (IFA = Σ(área de todos 

os ionócitos/área da imagem)) expressa em % e a densidade de ionócitos (densidade 

= IFA / média das áreas dos ionócitos) expressa em mm2 de filamento. 

 

2.10. Imunohistóquímica contra a Na+/K+ ATPase nos ionócitos 
 

 As amostras fixadas em Bouin foram desidratadas em bateria crescente de 

etanol, diafanizadas em xilol (100%) e incluídas em parafina histológica. Foram 

realizados cortes longitudinais (8 µm) em micrótomo (Micron Hm 360), as secções 

foram desparafinizadas em xilol (100 %) e hidratadas em bateria decrescente de 

etanol. Os cortes foram lavados por 10 min em tampão TBS-T com pH 7.4 (tris base 

diluído (1:10), triton 0,5 mM). Para bloquear sítios de ligação não específicos, as 

lâminas com os cortes foram pré-incubados em câmara úmida com soro normal de 

cabra 20% - NGS (Normal Goat Serum – Gibco Invitrogen) por 20 min, e depois foram 
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incubados overnight em câmara úmida a 20 °C com o primeiro anticorpo (ɑ5, 

Developmental Studies Hybridoma Bank, Universidade de Iowa, EUA) anti unidade α- 

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) diluído (1:100). Os cortes foram lavados com tampão 

salino Tris base diluído (1:10). Foi utilizado a coloração DAB-Ni (3.3’-diaminobenzidina 

com sulfato níquel amoniacal) com H2O2 por 2 min para visualizar o complexo 

antígeno-anticorpo nos ionócitos, a coloração foi interrompida com água destilada. As 

lâminas com os cortes foram analisadas em microscópio de luz (Olympus BX51, 

Denmark) com objetiva (40x) para capturar imagens digitais de 10 campos aleatórios 

nas brânquias e rins de O. niloticus (n = 5). A contagem de ionócitos (por mm2 de 

epitélio) nas brânquias e área nos rins foram realizadas no software ImageJ. 

 

2.11. Análise estatística  
 

 Os testes de Shapiro Wilk e Levene foram utilizados para testar a normalidade 

e a homogeneidade dos dados, respectivamente. As diferenças 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 relações entre as variáveis foram exploradas pela análise de 

componentes principais (PCA) utilizando o RStudio (V 4.3.1). As correlações entre os 

biomarcadores e as concentrações de metais foram avaliadas pela correlação de 

Sperman utilizando o software Jamovi (V 2.4.11), foram consideradas correlações 

acima de rs > 0,7 e rs < -0,7. A identificação das variáveis independentes que melhor 

diferenciavam os locais de coleta foram determinados pela análise discriminante linear 

(LDA). A avaliação da correspondência entre a concentração de metais e metaloides 

nas amostras de água, sedimento, brânquias e rins e todos os biomarcadores foi 

aplicada pela análise de procrustes generalizada (GPA), que permitiu comparar o 

grupo de variáveis pela configuração de consenso entre elas. A LDA e a GPA foram 

realizadas utilizando o software Statistica 7.1 (StatSoft Inc.). Todas as análises 

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

3.1. Parâmetros físico-químicos da água e concentração de metais e metaloides na 
água e sedimento  
  

Os parâmetros físico-químicos da água, assim como a concentração de metais 

na água e no sedimento, mensurados em todas as lagoas, estão apresentados no 

Capítulo 2, nas Tabela 1, 2 e 3, respectivamente. 

Como já descrito, em Alegre, os níveis de oxigênio dissolvido e pH foram mais 

baixos que nas demais lagoas. Em Maemba (M1 e M2), o pH apresentou os maiores 

valores, mas não diferiu de Carapebus. Em Carapebus a condutividade e salinidade 

foram maiores. Em relação aos metais/metaloides, Alegre apresentou as maiores 

concentração de Fe, Ba, Ti e Ce na água e de Ti, Mn, Ba, Ce, La e Rb no sedimento. 

Carapebus apresentou as maiores concentrações de Sr e Rb na água e de Cr, As, Sr 

no sedimento. Maemba, no ponto 1 apresentou as menores concentrações de Mo, Rb 

e As na água; no sedimento apenas a concentração de Mo foi mais alta.  

 

3.2. Concentração de metais no plasma, brânquias e rins 
  

As concentrações de metais e metaloides no plasma dos peixes estão 

apresentadas no Capítulo 2, na Tabela 5. Como já descrito, as maiores concentrações 

de metais/metaloides no plasma foram encontradas nos peixes de Maemba M1 e M2 

e as menores nos peixes de Alegre. 

As concentrações de metais e metaloides nas brânquias e nos rins coletados 

estão apresentadas nas tabelas 1 e 2, respectivamente. Nas brânquias, as 

concentrações 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 concentrações 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. Concentração de metais e metaloides (mediana e valores do 1º e 3º quartil) nas brânquias (µg g-1) de O. niloticus coletados 

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

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

Brânquias  
A M1 M2 C LOD LOQ 

Al 182,9 (181,4 – 184,7) a 31,2 (24,5 – 53,0)b 128,3 (118,6 – 198,0) a 168,3 (58,4 – 316,8) a 0,214 0,528 
Ti 3,0 (2,7 – 3,9) a 1,6 (1,6 – 2,3) b 2,4 (2,1 – 2,5) ab 2,9 (2,4 – 4,5) a 0,059 0,143 
V 0,8 (0,7 – 1,1) a 4,8 (4,5 – 4,8) b 3,7 (2,6 – 4,4) bc 3,0 (2,3 – 4,2) ac 0,009 0,021 
Cr 0,7 (0,6 – 1,5) a 0,3 (0,3 – 0,7) a 0,6 (0,4 – 0,8) a 0,7 (0,3 – 1,3) a 0,014 0,029 
Mn 156,6 (110,7 – 179,2) a 14,1 (11,1 – 27,2) bc 12,3 (11,8 – 12,6) b 42,8 (41,8 – 43,1) ac 0,035 0,069 
Fe 509,7 (442,6 – 647,6) a 558,8 (350,1 – 630,9) a 395,9 (369,4 – 580,9) a 300,7 (292,5 – 315,7) b 1,007 2,149 
Ni 0,2 (0,2 - 1,6) a 0,1 (0,1 – 0,2) a 0,1 (0,1 – 0,2) a 0,3 (0,1 – 0,3) a 0,013 0,031 
Cu 9,5 (9,0 – 13,1) a 3,2 (2,9 – 3,7) b 4,7 (3,9 – 6,9) ab 2,9 (2,8 – 3,9) b 0,073 0,166 
Zn 65,6 (62,9 – 70,0) a 67,2 (63,4 – 77,1) a 79,5 (63,2 – 80,3) a 62,5 (57,0 – 76,1) a 0,795 1,613 
As LOQ 0,2 (0,1 – 0,2) b 0,1 (0,1 – 0,2) b 0,3 (0,1 – 0,4) b 0,039 0,087 
Se 1,6 (1,5 – 1,9) a 34,6 (27,9 – 38,2) b 31,0 (27,1 – 32,6) b 1,7 (1,2 – 2,4) a 0,348 0,824 
Rb 26,6 (24,0 – 31,6) a 8,3 (7,9 – 8,8) bc 9,5 (7,7 – 15,1) ab 4,9 (4,8 – 5,5) c 0,027 0,062 
Sr 149,4 (111,6 – 228,0) a 107,9 (104,4 – 133,8) a 142,2 (140,5 – 148,4) a 432,3 (409,2 – 455,3) b 0,012 0,027 
Y 0,05 (0,05 – 0,09) a 0,02 (0,01 – 0,04) b 0,03 (0,02 – 0,03) b 0,03 (0,01 – 0,06) ab 0,003 0,006 
Zr 0,1 (0,1 – 0,1) a 0,1 (0,1 – 0,1) a 0,2 (0,1 – 0,2) a 0,1 (0,1 – 0,2) a 0.033 0.078 
Nb 0,006 (0,005 – 0,009) ab 0,004 (0,004 – 0,007) a 0,009 (0,007 – 0,01) b 0,009 (0,005 – 0,01) ab 0,002 0,0002 
Mo 0,3 (0,1 – 0,3) ac 0,4 (0,3 – 0,4) ab 0,5 (0,3 – 0,6) b 0,1 (0,1 – 0,1) c 0,038 0,086 
Ag < LOQ 3,7 (3,5 – 5,7) a 1,8 (1,6 – 1,9) b 4,6 (1,3 – 8,8) ab 0,030 0,076 
Cd < LOD < LOQ < LOQ < LOQ 0.016 0.039 

Sn < LOQ < LOQ < LOQ 0,2 (0,2 – 0,3) 0,011 0,025 
Ba 55,6 (52,7 – 58,5) a 6,1 (5,1 – 14,5) b 7,4 (6,4 – 9,6) b 4,5 (2,8 - 10,5) b 0,019 0,045 
La 0,1 (0,1 – 0,2) a 0,01 (0,01 – 0,04) b 0,05 (0,04 – 0,1) bc 0,1 (0,03 – 0,1) ac 0,003 0,006 
Ce 0,5 (0,4 – 0,8) a 0,02 (0,02 – 0,1) b 0,1 (0,1 – 0,1) b 0,2 (0,1 – 0,4) a 0,004 0,009 
W 0,05 (0,04 – 0,06) a 0,06 (0,04 – 0,07) a 0,05 (0,04 – 0,08) a 0,03 (0,01 – 0,02) b 0.009 0.023 

Hg < LOQ < LOQ < LOD < LOQ 0,048 0,091 
Pb 0,5 (0,5 – 0,6) a 0,5 (0,5 – 1,2) a 0,4 (0,4 – 0,7) a 0,2 (0,1 – 0,6) a 0.038 0.082 
Bi < LOD < LOQ < LOD < LOD 0,085 0,212 
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Tabela 2. Concentração de metais e metaloides (mediana e valores do 1º e 3º quartil) nos rins (µg g-1) de O. niloticus coletados em 

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

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

Rins  
A M1 M2 C LOD LOQ 

Al 434,0 (147,5 – 567,6) a 17,0 (8,8 – 22,6) b 114,6 (40,5 – 189,5) a 119,4 (82,2 – 837,1) a 0,214 0,528 
Ti 2,4 (0,2 – 4,2) a 0,8 (0,4 – 0,9) a 0,5 (0,1 – 0,6) a 2,8 (1,5 – 15,9) a 0,059 0,143 
V 1,9 (1,4 – 2,1) a 5,2 (4,7 – 7,9) b 5,8 (3,1 – 6,2) b 1,4 (0,6 – 3,8) a 0,009 0,021 
Cr 6,7 (6,2 – 7,0) a < LOQ 1,9 (1,0 – 2,7) b 1,1 (0,7 – 1,6) b 0,014 0,029 
Mn 16,5 (5,0 – 71,3) a 4,0 (3,0 -4,4) b 3,5 (2,2 – 7,0) b 12,3 (2,4 – 31,4) ab 0,035 0,069 
Fe56 807,2 (787,7 – 857,4) ac 403,7 (367 – 647,1) b 1192,8 (1161,0 – 1223,0) a 606,3 (569,4 – 634,0) bc 1,007 2,149 
Ni 5,4 (2,1 – 9,3) a 0,3 (0,2 – 0,5) b 0,4 (0,3 – 0,4) b 0,4 (0,1 – 1,1) b 0,013 0,031 
Cu 49,4 (45,7 – 86,2) ac 124,1 (115,8 – 131,6) b 110,5 (57,6 – 273,4) bc 17,5 (14,6 – 34,5) a 0,073 0,166 
Zn 147,2 (142,0 – 152,4) a 86,5 (68,2 – 96,6) b 71,9 (71,8 – 72,9) b 76,5 (75,3 – 80,0) b 0,795 1,613 
As < LOQ 0,6 (0,6 – 0,9) a 0,7 (0,5 – 0,8) a < LOQ 0,039 0,087 
Se < LOQ 110,8 (75,2 – 125,5) a 104,7 (71,2 -109,6) a 6,3 (4,9 – 6,6) b 0,348 0,824 
Rb 26,0 (20,6 – 43,4) a 14,2 (10,1 – 17,0) b 14,1 (7,7 – 18,4) b 8,5 (7,5 – 12,4) b 0,027 0,062 
Sr 4,7 (1,5 – 6.63) ab 1,6 (1,6 – 2,1) a 4,5 (2,5 – 5,9) ab 7,9 (7,2 – 8,5) b 0,012 0,027 
Y 0,1 (0,03 – 0,4) a 0,005 (0,0022 – 0,01) b 0,01 (0,0023 – 0,02) ab 0,1 (0,02 – 0,2) a 0,002 0,0021 
Zr < LOQ 0,04 (0,02 – 0,1) ab 0,02 (0,01- 0,1) a 0,2 (0,1 – 0,3) b 0,038 0,086 
Nb < LOQ < LOQ 0,04 (0,03 – 0,05) a 0,04 (0,03 – 0,06) a 0,0002 0,002 
Mo 1,5 (1,3 – 1,8) a 3,6 (3,1 – 5,6) b 4,4 (1,8 – 19,6) b 1,7 (1,3 – 1,8) a 0,038 0,086 
Ag < LOQ 13,7 (5,1 – 26,7) a 18,0 (0,6 – 40,7) a 29,6 (12,4 – 114,0) a 0,030 0,076 
Cd 0,54 (0,51 – 1,88) a 1,2 (1,0 – 1,4) a 2,03 (1,03 -2,08) a 0,2 (0,2 – 0,3) b 0.016 0.039 
Sn < LOQ < LOQ < LOQ 1,5 (1,4 – 4,1) 0,011 0,025 
Ba 31,6 (29,7 – 33,7) a 6,4 (5,4 – 8,6) b 6,5 (4,7 – 7,3) b 6,8 (1,4 – 8,1) b 0,019 0,045 
La 0,8 (0,5 – 1,5) a 0,01 (0,01 – 0,04) b 0,08 (0,01 -0,1) bc 0,3 (0,05 – 0,6) ac 0,003 0,006 
Ce 2,2 (1,1 – 5,6) a 0,01 (0,01 – 0,1) b 0,1 (0,02 – 0,3) bc 0,7 (0,1 – 1,4) ac 0,004 0,009 
W < LOQ 0,1 (0,05 – 0,1) a 0,1 (0,06 – 0,1) a < LOQ 0.009 0.023 
Hg < LOQ 0,2 (0,2 – 0,2) a 0,3 (0,2 – 0,4) ab 0,6 (0,4 – 0,8) b 0,048 0,091 
Pb 2,0 (1,2 – 4,4) ab 1,5 (1,4 – 2,1) a 3,9 (2,1 – 4,8) b < LOQ 0.038 0.082 

Bi < LOQ < LOD < LOD < LOD 0,085 0,212 
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3.3. Osmolalidade e concentração de íons no plasma 
 

A osmolalidade plasmática dos peixes da lagoa Maemba (M1) foram menor que 

a osmolalidade plasmática dos peixes dos demais locais, inclusive dos coletados em 

M2, na mesma lagoa (Figura 1A). A concentração de íons Na+ e Cl- foram mais altas 

no plasma dos peixes da Carapebus (Figura 1 B e D, respectivamente) e a 

concentração K+ foi menor no plasma dos peixes de Maemba M1 (Figura 1 C). 

 

Figura 1. A: Osmolalidade plasmática de Oreochrmis niloticus, Concentração de íons no plasma de 

Oreochrmis niloticus. B:  íons Na+; C: íons K+; D: íons Cl-, coletados em Alegre (A), na lagoa Maemba 

ponto 1 (M1) e ponto 2 (M2) e Carapebus (C). Os valores estão representados pela média ± SEM (n = 

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

 

3.4. Atividade das ATPases e anidrase carbônica nas brânquias 
 

A atividade da Na+/K+-ATPase foi maior nas brânquias 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 brânquias foram menores na 
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lagoa Maemba M1 e M2 (Figura 2B) e a atividade da anidrase carbônica não diferiu 

entre as brânquias dos peixes dos diferentes locais de coleta (Figura 2C). 

 

 

Figura 2. Atividade da Na+/K+-ATPase (A) e H+-ATPase (B) e anidrase carbônica (C) nas brânquias de 

Oreochromis niloticus coletados em Alegre (A), na lagoa Maemba ponto 1 (M1) e ponto 2 (M2) e na 

lagoa Carapebus (C). Os valores estão representados pela média ± SEM (n=10). Diferentes letras 

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

 

3.5. Atividade das ATPases e anidrase carbônica 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 carbônica 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 carbônica (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 estão representados pela média ± SEM (n=10). Diferentes letras 

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

 

3.6. Densidade e área fracional de ionócitos (IFA) na superfície branquial 
 

Os ionócitos tem como característica, superfície côncava e a presença de 

projeções de microvilosidades na superfície apical, diferindo das células 

pavimentosas, que por sua vez, possuem superfície convexa e a presença de 

microdobras na superfície apical. A superfície apical dos ionócitos no epitélio do 

filamento das brânquias de O. niloticus podem ser observadas na Figura 4.  

A área fracional de ionócitos foi maior no epitélio dos filamentos das brânquias 

dos peixes coletados no ponto 1 da Maemba e a menor área fracional de ionócitos 

nos peixes do ponto 2 da Maemba e da Carapebus (Figura 5A). Entretanto, não foi 

observada diferença entre a densidade de ionócitos nos filamentos das brânquias dos 

peixes nos diferentes locais de coleta (Figura 5B). 
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Figura. 4. Electronmicrografias de varredura da superfície epitelial do filamento das brânquias de 

Oreochromis niloticus coletados em (A) Alegre, (B) Maemba ponto1, (C) Maemba ponto2 e (D) 

Carapebus. Setas brancas indicam a superfície apical dos ionócitos. Barra de escala = 10 µm 
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Figura. 5. A: Área fracional de ionócitos (AFI) na superfície epitelial do filamento das brânquias de 

Oreochromis. niloticus e B: Densidade de ionócitos no filamento branquial, coletados em Alegre (A), na 

lagoa Maemba ponto 1 (M1) e ponto 2 (M2) e na lagoa Carapebus (C). Os valores estão representados 

pela média ± SEM (n=5, análise de 25 campos aleatórios). Diferentes letras indicam diferença 

significativa entre as lagoas (p < 0.05). 

 

3.7. Imunohistóquímica de ionócitos 
 

 A localização imunohistoquímica das Na+/K+-ATPase nos ionócitos nas 

brânquias e nos rins podem ser observadas nas Figuras 6 e 8, respectivamente. 

 Não foram observadas diferenças nos números de ionócitos, tanto nos 

filamentos quanto nas lamelas, das brânquias dos peixes coletados em cada local 

(Figura 7).  

Entretanto, a área de ionócitos nos túbulos 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. Localização imunohistoquímica da enzima Na+/K+-ATPase nos ionócitos (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 µm. 

 

 

Figura 7. Ionócitos nos filamentos (F) e nas lamelas (L) das brânquias de Oreochromis niloticus 
coletados em Alegre (A), na lagoa Maemba ponto 1 (M1) e ponto 2 (M2) e na lagoa Carapebus (C). Os 
valores estão representados pela média ± SEM (n=5, análise de 10 campos aleatórios). Diferentes 
letras, maiúsculas para filamento e minúsculas para lamela, indicam diferença significativa entre as 
lagoas (p < 0,05). 
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Figura 8. Localização imunohistoquímica da enzima Na+/K+-ATPase nos ionócitos (preto) nos rins de 
Oreochromis niloticus coletados em (A) Alegre, (B) Maemba ponto1, (C) Maemba ponto2 e (D) 
Carapebus. Barra de escala = 20 µm. 

 

 

Figura 9. Área de ionócitos pela área de epitélio dos túbulos 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 

estão representados pela média ± SEM (n=5, análise de 10 campos aleatórios). Diferentes letras 

indicam diferença significativa entre as lagoas (p < 0,05). 
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3.8. Análise de componentes principais (PCA) 
 

3.8.1 PCA - Parâmetros físico-químicos da água e os biomarcadores 

 A PCA entre as variáveis dos parâmetros físico-químicos da água e os 

biomarcadores no plasma representou 68,9% (PC1 = 41,5% e PC2 = 27,4), nas 

brânquias: 57,3% (PC1 = 33% e PC2 = 24,3%) e nos rins: 75,7% (PC1 = 47,8% e PC2 

= 27,9%), respectivamente, da variação total nos dois componentes principais de cada 

análise (Figura 10).  

 A concentração de íons Na+, K+ e Cl- foram agrupados aos parâmetros físico-

químicos de salinidade e condutividade na Carapebus (Figura 10A). A H+-ATPase nas 

brânquias dos peixes coletados em Maemba M1 teve relação inversa com o pH, e a 

Na+/K+-ATPase nas brânquias dos peixes de Carapebus teve relação inversa com a 

área fracional de ionócito (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. Análise de componentes principais entre os parâmetros físicos e químicos da água e os 

biomarcadores no plasma (A) nas brânquias (B) e nos rins (C). Cond: condutividade (mS cm-1); Sal: 

salinidade (‰); OD: oxigênio dissolvido (mg L-1); Temp: temperatura (°C); Osm: osmolalidade; Na: íons 

Na+; K: íons K+; Cl: íons Cl-; I. Film: número de ionócito no filamento; I. Lam: número de ionócito na 

lamela; DI: densidade de ionócito; AFI: área fracional de ionócitos; NKA: Na+/K+ - ATPase; H.ATP: H+ - 

ATPase; A.C: anidrase carbônica; I. Rins: área de ionócitos por área ddos túbulos renaia. As lagoas A- 

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

 

3.8.2 PCA – Metais no plasma, nas brânquias e nos rins e os biomarcadores 

 

 A PCA entre as variáveis dos metais no plasma, nas brânquias 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 variação total nos dois componentes principais de cada análise (Figura 11). 

 Os íons Cl- foram agrupados com o As no plasma dos peixes de Carapebus, 

entretanto o restante dos metais no plasma não foi agrupado com nenhum 

biomarcador no plasma (Figura 11A). Nas brânquias, a H+-ATPase foi agrupada com 

o La, Cr, Al e Ti, mas não foram associados a nenhuma lagoa, e a Na+/K+-ATPase foi 

agrupada com Ag, mas também não 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 área dos ionócitos por área do epitélio dos túbulos 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. Análise de componentes principais entre os metais e os biomarcadores no plasma (A) nas 

brânquias (B) e nos rins (C). Osm: osmolalidade; Na: íons Na+; K: íons K+; Cl: íons Cl-; I. Film: número 

de ionócito no filamento; I. Lam: número de ionócito na lamela; DI: densidade de ionócito; AFI: área 

fracional de ionócitos; NKA: Na+/K+ - ATPase; H.ATP: H+ - ATPase; A.C: anidrase carbônica; I. Rim: 

área de ionócitos por área de epitélio renal. As lagoas A- Alegre, C – Carapebus, M1 – Maemba ponto 

1, M2 – Maemba ponto 2. 

 

3.9. Análise de correlação de Spearman (rs < - 0.70 e rs > 0.70) 
 

 A análise de correlação de Spearman possibilitou correlacionar as variáveis e 

determinar a força de interação pelo fator de correlação. Foi observado correlação 

entre os biomarcadores e os parâmetros físico-químicos da água, sendo apontado 

correlação entre pH e H+-ATPase nas brânquias (rs = -0,78) e a salinidade com a área 

de ionócito nos rins (rs = -0,70). A análise entre os metais e biomarcadores nas 

brânquias apontou correlação entre a atividade da H+-ATPase com os metais V (rs = -

0,72) e Mn (rs =0,76) e, nos rins, apontou correlação entre a atividade da Na+/K+-

ATPase e da H+-ATPase com Nb (rs = 0,71 e rs = 0,74, respectivamente). Entretanto, 

nenhuma correlação foi apontada entre os metais no plasma e a osmolalidade ou a 

concentração de íons plasmáticos.  

 Correlação entre os parâmetros físico-químicos e a concentração de metais, 

tanto na água quanto no sedimento. Sendo que na água foi observado correlação 

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 correlação 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. Análise discriminante linear (LDA) 
 

 A LDA foi utilizada para identificar quais biomarcadores foram determinantes 

para explicar as diferenças 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 brânquias, a área de ionócitos nos 

rins, a NKA e a anidrase carbônica nos rins, a NKA e o número de ionócitos nas 

lamelas das brânquias, a osmolalidade plasmática e a anidrase carbônica nas 
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brânquias). Para uma classificação 100% correta foram necessários 10 desses 

biomarcadores. 

 

3.11. Análise de procrustes generalizada (GPA) 
 

 A GPA foi utilizada para avaliar a correspondência entre os parâmetros físico-

químicos da água, as concentrações de metal na água, sedimento, plasma, brânquias 

e rins de O.niloticus coletados nas lagoas e em Alegre, e os biomarcadores utilizados 

no plasma, nas brânquias e nos rins. A soma dos eixos da GPA explicou 83,5% da 

variância total, sendo o primeiro eixo = 44,2% e o segundo eixo = 39,3% (Figura 12).  

A configuração 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 

os 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 

correspondências são os biomarcadores nas brânquias e metais nas brânquias em 

Alegre, e biomarcadores nas brânquias e metais na água em Maemba ponto 1 e 2 e 

Carapebus. 
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Figura 12. Biplot de GPA considerando os parâmetros físico-químicos, as concentrações de metais na 

água e no sedimento, no plasma, nas brânquias e nos rins, e os biomarcadores medidos no plasma, 

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

 

4. Discussão 

 

 Os parâmetros físico-químicos da água, incluindo o oxigênio dissolvido (OD), o 

pH e a salinidade, podem influenciar na mobilidade dos metais, sendo, a variação de 

pH, uma das variáveis mais importantes nesse processo (USEPA, 2007). Em 

condições alcalinas, como observado na lagoa Maemba (M1 e M2), os metais tendem 

a precipitar como óxidos e hidróxidos, diminuindo sua biodisponibilidade, exceto pela 

formação de hidróxidos de metais alcalinos (exemplo: Al3+ e Ba2+), e 

consequentemente diminuindo sua toxicidade (Cornelis e Nordberg, 2007). 

Entretanto, para alguns metais como Pb, ambientes alcalinos podem aumentar seu 

efeito tóxico (Grosell et al. 1993, Grosell et al. 2006) ou não 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 íons metálicos estão mais 

biodisponíveis, pois a competição entre os íons metálicos e o íons H+ é menor (Grosell 

et al. 2006 ; Niyogi et al. 2008 ) isso explicaria o porquê da Maemba apresentar menos 

metais com concentrações altas na água do que as demais lagoas e ainda assim 
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apresentar concentrações de metais acumuladas no plasma, nas brânquias e nos rins 

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

A osmolalidade plasmática dos peixes teleósteos geralmente varia entre 260 a 

380 mOsm kg-1 (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-1. Isso sugere 

que os peixes foram capazes de manter o equilíbrio osmótico mesmo em condições 

diferentes. A maior concentração de íons Na+ e Cl- no plasma dos peixes da 

Carapebus pode estar associada a maior disponibilidade desses íons na lagoa, devido 

suas características salobras.  

A Na+/K+-ATPase é a principal enzima responsável pelos mecanismos de 

transporte de íons Na+ e K+. Em ambientes com alterações 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 exposição a diferentes salinidades, isso corrobora com os 

resultados observados neste estudo, pois a maior atividade da Na+/K+-ATPase nas 

brânquias foi observada nos peixes de Carapebus.  

A atividade da anidrase carbônica está relacionada com a hidratação do CO2 

gerando HCO3 e H+ (Hwang e Lee, 2007). A H+-ATPase atua na regulação do pH 

intracelular, bombeando os íons de H+ para fora da célula e participa indiretamente da 

absorção de Na+. A cada H+ eliminado, um Na+ entra no organismo para a manutenção 

do eletroneutralidade do sistema biológico. Foi observado neste estudo que a 

atividade da anidrase carbônica não diferiu entre os peixes das lagoas, entretanto, a 

atividade da H+-ATPase foi menor nas brânquias dos peixes de Maemba (ponto 1 e 2) 

quando comparado aos de Alegre e Carapebus. A eliminação dos íons H+ resultantes 

da hidratação do CO2 pela anidrase carbônica nas brânquias dos peixes de Maemba 

podem estar sendo eliminados pelo trocador Na+/H+ e isso pode estar relacionado 

com o pH da Maemba que é mais alcalino. 

A densidade de ionócitos na superfície branquial em contato com o meio 

aquáticos não diferiu entre os peixes das diferentes lagoas, sugerindo que, para 

manter o equilíbrio osmótico os peixes utilizaram outros mecanismos, como por 

exemplo a variação da área fracional. Como mostrado por Greco (1996), o aumento 
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da área fracional de ionócitos favorece a absorção de íons. Com base nos resultados 

observados neste estudo, supõe-se que os peixes do ponto 1 da Maemba 

apresentaram a maior área fracional dos ionócitos nas brânquias como estratégia para 

manter a osmolalidade. A menor área fracional dos ionócitos nos peixes de Maemba 

ponto 2, é difícil de explicar uma vez que esses peixes apresentaram homeostasia 

iônica. 

Por outro lado, os peixes de Carapebus apresentaram estratégia oposta, na 

qual a menor área fracional de ionócitos pode ser interpretada como um mecanismo 

de regulação para limitar a absorção de íons por difusão em resposta à salinidade, 

considerando a correlação positiva apresentada por Perry et al. (1992) entre a área 

de ionócitos e a taxa de captação de íons em peixes de água doce. Entretanto, é 

importante enfatizar que em peixes de ambientes salinos, a principal função dos 

ionócitos é a excreção de íons Na+ e Cl- uma vez que ganham esses íons por difusão 

e precisam excretá-los ativamente para manutenção da homeostasia iônica.  

A atividade da Na+/K+-ATPase mais alta nos rins é esperado, pois ela é a 

principal responsável por manter os gradientes eletroquímicos necessários para a 

secreção e reabsorção nos túbulos renais (Nishimura e Fan, 2003). Em ambientes 

hiperosmóticos, os peixes tendem a perder água para o ambiente por osmose, um 

mecanismo compensatório para essa perda envolve a reabsorção de água pelos rins, 

produzindo urina em menor quantidade e mais concentrada. Para ocorrer a 

reabsorção de água pelos túbulos renais é necessário um gradiente osmótico que 

favoreça a reabsorção, resultado da atividade da Na+/K+-ATPase que é responsável 

pela regulação do gradiente eletroquímico (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 favorável para a reabsorção 

de água e consequentemente, a produção de urina mais concentrada. Entretanto, nos 

peixes do ponto 2 da Maemba, a Na+/K+-ATPase nos rins pode estar refletindo a 

necessidade de reabsorção de Na+, visto que em peixes de água doce a tendência é 

que os peixes percam íons para o meio. Dessa forma é necessário a reabsorção, que 

ocorre por influência do gradiente eletroquímico gerado pela atividade da Na+/K+-

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

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

O acúmulo de Cu pode interferir na regulação dos íons Na+, comprometendo a 

atividade da Na+/K+-ATPase e consequentemente inibindo o transporte desse íon 

(Playle et al.,1992 e 1993). A presença do Cu no meio aquático muitas vezes pode ser 

proveniente de águas residuais industriais e por deposição de material particulado 

atmosférico de indústrias metalúrgicas (Davis et al., 2000), padrões 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 concentração de Cu nesse tecido. Entretanto, um padrão 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 

concentração de Cu nos rins desses peixes não diferiram. As diferenças observadas 

em Maemba ponto 1 e ponto 2, pode estar associada a alguma interação do Cu ou 

competição com outro metal resultando em respostas diferentes nesses peixes. Além 

disso, a análise de outros metais revelou concentrações semelhantes entre os peixes 

dos dois pontos, sugerindo que as diferenças nas atividades ATPases não podem ser 

completamente atribuídas às diferentes concentrações de metais. Portanto, são 

necessárias investigações adicionais para esclarecer as respostas observadas nos 

rins desses peixes.  

 O aumento da concentração de Sr na água no estudo conduzido por Klaczek 

et al., (2022) não afetou a atividade da Na+/K+-ATPase e da H+-ATPase; no caso da 

lagoa Carapebus, a análise de correlação e a PCA também não relacionaram a 

atividade dessas enzimas a concentração de Sr, dessa forma o que pode estar 

fazendo com que a atividade dessas enzimas nas brânquias 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’água na lagoa Carapebus foi absorvido e 

acumulado de forma significativa nos tecidos das brânquias. Na lagoa Carapebus 

foram observados acumulação de Sr tanto nas brânquias quanto nos rins superiores 

a acumulação nesses tecidos dos peixes dos outros locais, entretanto a concentração 

no plasma não diferiu possivelmente devido a transferência desse metal para os 
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tecidos de outros órgãos como observado nas brânquias 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 características como o pH e a salinidade, levantando questões sobre quais 

fatores podem estar relacionados com os resultados observados. Portanto, são 

necessárias investigações mais aprofundadas para compreender os mecanismos 

envolvidos nessas respostas. 

 

5. Conclusão 
 

A análise dos mecanismos de regulação osmótica e iônica é fundamental para 

compreender os efeitos dos contaminantes na sobrevivência de Oreochromis niloticus 

em lagoas próximas a atividades metalúrgicas. Nesse contexto, é essencial considerar 

os parâmetros físico-químicos da água, pois estes podem influenciar na especiação 

dos contaminantes, incluindo metais, e impactar indiretamente a atividade das 

enzimas envolvidas na osmorregulação dos peixes. Características como o pH mais 

alcalino da lagoa Maemba e as condições de água salobra de Carapebus afetaram os 

mecanismos bioquímicos e morfológicos responsáveis pela regulação osmótica e 

iônica. 

 

Baseando-se nas características das lagoas, esperava-se que as respostas nos 

mecanismos osmorregulatórios fossem distintas. No entanto, os mecanismos 

observados nos rins dos peixes do ponto 2 da Maemba e de Carapebus indicaram 

ajustes bioquímicos e morfológicos semelhantes. Apesar das condições ambientais 

diversas em Alegre, Maemba e Carapebus, a osmolalidade dos peixes se manteve 

dentro dos parâmetros estabelecidos para O. niloticus. Isso demonstra que, apesar 

dos desafios ambientais, os peixes localizados próximos às atividades metalúrgicas e 

em Alegre, influenciados por outras atividades, conseguiram manter condições 

internas favoráveis para o funcionamento metabólico. Este estudo destaca a 

complexibilidade das interações nos ambientes naturais e a necessidade de 

investigações adicionais para compreender melhor os mecanismos osmorregulatórios 

em peixes de lagoas próximas a atividades metalúrgicas. 
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CONCLUSÕES GERAIS 
 

Este trabalho utilizou duas abordagens diferentes para avaliar os mecanismos 

de ajuste fisiológico, morfológico e bioquímico em O. niloticus, coletados em diferentes 

locais, possibilitando uma comparação entre as diferentes condições em que esta 

espécie está inserida. Foram considerados a avaliação dos parâmetros hematológicos 

e imunológicos, além da avaliação dos possíveis efeitos nos mecanismos 

osmorregulatórios e de regulação do equilíbrio ácido-base tanto nas brânquias quanto 

nos rins de O. niloticus. 

A complexibilidade das interações existentes entre contaminantes e seus 

efeitos na fisiologia de um peixe são 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 não se pode ignorar as relações de 

antogonismo e sinergia que existe entre os elementos de um corpo hídrico e mesmo 

no interior dos animais.  

As características de cada local de coleta possibilitaram uma possível 

interpretação das causas dos efeitos observados, mas não é possível afirmar com 

certeza. Alegre por exemplo, apesar de não possuir indústrias metalúrgicas em seu 

entorno, apresenta a atividade de exploração de mármore e granito, além de 

apresentar características geológicas que provavelmente favoreceram a 

concentração de metais na água e sedimento. Alegre apresentou concentrações altas 

de alguns metais na água e sedimento, mas a concentração de metais nos eritrócitos 

e plasma foram menores e houve menor influência negativa nos parâmetros 

sanguíneos e imunológicos da espécie. Por outro lado, a lagoa Maemba e Carapebus, 

apesar de apresentarem menor concentração de metais na água e sedimento, foram 

as que apresentaram mais efeitos negativos nessas variáveis. Sendo que os peixes 

de Maemba ponto 1 apresentaram anemia e os peixes de Carapebus mutagenicidade, 

além de alterações nas respostas imunológicas. 

Os biomarcadores de regulação osmótica e iônica e de equilíbrio ácido-base, 

mostrou, apesar dos locais de coleta serem distintos, tanto em concentração de 

metais quanto nas características físico-químicas da água, respostas distintas no 

organismo. Entretanto, a osmolalidade dos peixes coletados estava dentro dos 

parâmetros esperados para a espécie, ou seja, apesar dos desafios e dos diferentes 
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mecanismos de controle, os peixes conseguiram manter o equilíbrio osmótico e iônico. 

No caso do presente estudo, os peixes estão expostos aos contaminantes e as 

variações dos parâmetros físico-químicos constantemente, dessa forma, é esperado 

que já ajustaram mecanismos para responder a essas alterações. Entretanto, é 

importante ressaltar que O. niloticus é uma espécie resistente, dessa forma os efeitos 

observados neste estudo podem não ser os mesmos em espécies mais sensíveis. 

Observando os resultados obtidos, é notório como é complexo o funcionamento da 

regulação osmo-iônica. Apesar de ambientes muito diferentes, brânquias e rins dos 

peixes do ponto 2 da Maemba e de Carapebus, apresentaram mecanismos 

semelhantes. Dessa forma, é 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 presença 

de metais na água; os de Maemba ponto 1 apresentaram anemia normocítica 

hipocrômica, menor concentração de íons K+ e a menor osmolalidade, sendo que a 

osmolalidade, ainda assim está dentro dos parâmetros esperados para a espécie. Os 

peixes da lagoa Carapebus apresentaram mutagenicidade pela presença de 

micronúcleo e maior concentração de íons Cl-, provavelmente devido a característica 

salobra da lagoa.   

Portanto, os biomarcadores hematológicos, imunológicos e genotóxicos foram 

responsivos assim como os relacionados a regulação iônica evidenciado diferença 

nas características dos diferentes locais. Este estudo deve ser considerado como um 

impulsionador, para que ocorra o monitoramento da espécie nessas lagoas, de forma 

que seja possível entender a dinâmica entre as fontes contaminantes dessas áreas e 

seus efeitos na fisiologia das espécies ali existente. 


