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RESUMO GERAL 

A presença de substâncias tóxicas como os metais traços causam efeitos 

deletérios na biota aquática, em relação aos peixes por interferirem na respiração, no 

comportamento e na reprodução. O contato e o acúmulo de metais no organismo 

promovem o aumento na produção de espécies reativas de oxigênio podendo causar 

estresse oxidativo e redução na qualidade de vida. Porém, estes organismos 

desenvolvem um mecanismo de defesa através da produção de enzimas antioxidantes, 

como a catalase. O objetivo desse estudo foi verificar se os efeitos dos contaminantes no 

meio aquático causam alterações morfológicas, imunohistoquímicas e bioquímicas em 

tecidos muscular, branquial e hepático de Sciades herzbergii e utilizá-la como 

ferramenta de avaliação da qualidade ambiental da água, além de verificar a eficiência 

desta espécie como organismo bioindicador em monitoramento ambiental. A espécie é 

popularmente denominada como bagre azul ou bagre-guribu foi coletada em duas áreas: 

área I – sem histórico de contaminação - localizada no estuário do Rio Caeté (Bragança-

PA), situado na região norte do Brasil, com regime de macro-marés onde não há registro 

de ação antrópica; área II  - com histórico de contaminação – a bacia de São Marcos 

onde está localizado o complexo portuário de São Luis-MA, com atuação 

aproximadamente 30 empresas, dentre elas a Companhia Vale do Rio Doce, Alumar e 

Petrobrás. As amostras foram agrupadas em dois períodos: estiagem e chuvoso. Durante 

as coletas foram mensurados os fatores abióticos. Um total de 352 peixes foram 

coletados, medidos e submetidos as técnicas histológica e imunohistoquímica nas 

brânquias e no fígado, técnicas bioquímicas de Colinesterase (cérebro), GST, Catalase e 

LPO (fígado e brânquias). Também foi realizado análises para presença de metais traço 

em sedimento e tecidos dos espécimes. Os valores médios dos fatores abióticos entre as 

áreas I e II apresentaram diferenças estatísticas (p<0,05) entre turbidez, salinidade, pH e 

condutividade. Na relação peso-comprimento indivíduos da área II apresentaram 

crescimento e peso menor e apresentaram lesões branquiais do tipo hiperplasia, 

hipertrofia lamelar, elevação epitelial, fusão lamelar e aneurisma. Células epiteliais e de 

cloreto foram imunorretivas para Caspase-3 clivada; lesões hepáticas descritas como 

congestão dos vasos; hepatite; inflamação; degeneração dos hepatócitos. Os espécimes 

com lesões do tipo congestão e degeneração dos hepatócitos revelaram intensa 

imunomarcação para Caspase-3 clivada. Na área I, os indivíduos apresentaram um 
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parênquima branquial e hepático sem alterações severas. Ocorreram diferenças 

significativas entre esses parâmetros bioquímicos apenas para Glutationa-S-Transferase 

(GST) nas brânquias e catalase (CAT) no fígado. Ocorreu diferenças significativas na 

presença de metais tanto no sedimento como nos tecidos biológicos e as maiores 

concentrações para o Alumínio, Ferro, Níquel, Cobre, Cádmio estavam presentes na 

área com histórico de contaminação. Neste contexto, os biomarcadores histológicos e 

bioquímicos utilizados no presente estudo forneceram sinais de alarme claros da 

exposição dos espécimes a poluentes. Este processo aumentou a susceptibilidade do 

peixe à doença. A alta concentração de metais no sedimento e tecidos biológicos dos 

peixes coletados na área com histórico de contaminação refletem o risco que a biota 

aquática sofre diante a atividades antrópicas. Sciades herszbergii se mostrou um 

eficiente biomonitor da qualidade de água, uma vez que o aumento da atividade das 

enzimas antioxidantes refletem uma tentativa do peixe de se proteger e de se adaptar a 

habitats contaminados. 
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ABSTRACT  

The presence of toxic substances such as trace metals causes deleterious effects 

on aquatic biota because they interfere with respiration, fish behavior and reproduction. 

The contact and accumulation of metals in the organism promote the increase in the 

production of reactive oxygen species, which can cause oxidative stress and reduction in 

the quality of life. However, these organisms develop a defense mechanism through the 

production of antioxidant enzymes, such as catalase. The objective of this study was to 

verify if the effects of the contaminants in the aquatic environment cause 

morphological, immunohistochemical and biochemical alterations in the muscular, 

branchial and hepatic tissues of Sciades herzbergii and to use it as a tool to evaluate the 

environmental quality of water, besides verifying the efficiency of this species as a 

bioindicator in environmental monitoring. The species is popularly known as blue 

catfish or catfish-guive was collected in two areas: area I - with no history of 

contamination - located in the Caeté River estuary (Bragança-PA), located in the 

northern region of Brazil, tides where there is no record of anthropogenic action; area II 

- with a history of contamination - the São Marcos basin where the port complex of São 

Luis-MA is located, with approximately 30 companies, including Companhia Vale do 

Rio Doce, Alumar and Petrobrás. The samples were grouped in two periods: dry and 

rainy. During collection, the abiotic factors were measured. A total of 352 fish were 

collected, measured and submitted to histological and immunohistochemical techniques 

in the gills and liver, biochemical techniques of cholinesterase (brain), GST, Catalase 

and LPO (liver and gills). Analyzes were also made for presence of trace metals in 

sediment and specimen tissues. The mean values of the abiotic factors between areas I 

and II presented statistical differences (p <0.05) between turbidity, salinity, pH and 

conductivity. In the weight-to-length relationship, individuals from area II presented 

growth and lower weight and presented branchial lesions such as hyperplasia, lamellar 

hypertrophy, epithelial elevation, lamellar fusion and aneurysm. Epithelial and chloride 

cells were immunoreactive to cleaved Caspase-3; liver lesions described as vessel 

congestion; hepatitis; inflammation; degeneration of hepatocytes. Specimens with 

congestion-like lesions and hepatocyte degeneration revealed intense immunostaining 

for cleaved Caspase-3. In area I, individuals presented a regular branchial and hepatic 
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parenchyma. There were significant differences between these biochemical parameters 

only for Glutathione-S-Transferase (GST) in the gills and catalase (CAT) in the liver. 

There were significant differences in the presence of metals in both sediment and 

biological tissues and the highest concentrations for Aluminum, Iron, Nickel, Copper 

and Cadmium were present in the area with a history of contamination. In this context, 

the histological and biochemical biomarkers used in the present study provided clear 

alarm signals of the exposure of the specimens to pollutants. This increased the 

susceptibility of fish to disease. The high concentration of metals in the sediment and 

biological tissues of the fish collected in the area with a history of contamination 

reflects the risk that the aquatic biota suffers from negative anthropic activities. Sciades 

herszbergii proved to be an efficient biomonitor of water quality since increased activity 

of antioxidant enzymes reflects an attempt by the fish to protect itself and to adapt to 

contaminated habitats. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 
	

Há mais de um século a atividade humana vem degradando o meio ambiente 

aquático, pois a maior parte dos resíduos termina nos oceanos. A conservação dos 

ecossistemas aquáticos e a mitigação das pressões antropogênicas são muito 

importantes, pois conduzem alterações na qualidade da água e na vida de espécies 

aquáticas, evitando assim riscos para a vida aquática. Além disso, ainda não se tem ideia 

se a diluição e a dispersão protegem adequadamente as zonas costeiras (Zagatto, 2006; 

Santos et al., 2015a; Valle Junior et al., 2015).  

O aumento na concentração e na biodisponibilidade de substâncias tóxicas, 

principalmente os metais, em corpos d’água é potencializada pela ação humana, por 

atividades industriais e domésticas, causando impactos em níveis local e até globais a 

saúde dos ecossistemas e do homem (Vinodhini e Narayanan, 2009). Denomina-se 

metal traço, o metal encontrado em baixas concentrações, em frações de massa em 

partes por milhão ou de ordem menor (Duffus, 2005). O grau de toxicidade provocada 

pelos metais na biota aquática, depende diretamente do tipo de metal, da concentração 

deste na água, da espécie química encontrada, do tempo de exposição e da capacidade 

do organismo metabolizar as substâncias toxicas (Paris-Palacios et al., 2000; Hadi e 

Alwan, 2012).  

A descarga de metais traço em ecossistemas aquáticos pode promover alterações 

significativas nas variáveis físicas e químicas, no próprio metal e em componentes 

biológicos (Velasquez, 2002). Também pode alterar a especiação do metal, já que a 

biodisponibilidade dessas espécies metálicas é influenciada pela sua forma encontrada 

na natureza e não só pela sua concentração total (Jamalia, et al. 2009). 

A avaliação da qualidade da água é frequentemente determinada através da 

medição das variáveis físicas e químicas, como: temperatura, salinidade, condutividade, 

oxigênio dissolvido (OD), demanda bioquímica de oxigênio (DBO), pH, presença de 

poluentes (metais) ou através do aumento da concentração de nutrientes como o fósforo 

e o nitrogênio (Shrestha e Kazama, 2007). Contudo, determinar a extensão e a 

severidade da contaminação da água é complexo, uma vez que os efeitos observáveis 

tendem a se manifestar após longos períodos de exposição, por isso somente análises 

físicas e químicas são insuficientes para descrever os efeitos adversos dos compostos 

presentes (De La Torre et. al., 2005).  
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Os parâmetros biológicos constituem uma outra alternativa para avaliar a 

qualidade ambiental e as relações entre impacto-efeito (Van Der Oost et al., 2003). Em 

ambientes degradados o efeito de poluentes pode gerar múltiplas alterações causando 

consequências em populações de peixes e outros organismos aquáticos, comunidades ou 

ecossistemas dependendo do grau de contaminação e do tempo de exposição (Goulard e 

Callisto, 2003). 

A utilização de peixes como elementos representativos do ecossistema aquático 

tornou-se indispensável na avaliação da qualidade ambiental, já que possuem a 

capacidade de responder de forma similar a outros vertebrados, inclusive o homem, 

quando em contato com agentes estressores e por serem capazes de bioacumular metais 

mesmo em baixas concentrações (Scalon et al., 2010; Mansouri et al., 2012). Entretanto, 

as respostas histopatológicas de peixes diferem, dependendo da espécie, do habitat e 

hábito alimentar, sendo que os biomarcadores têm a vantagem de medir respostas 

quantitativamente com informações valiosas de relevância ecológica nos efeitos agudos 

e crônicos da poluição aquática. (Zagatto, 2006; Flores-Lopes e Thomaz, 2011) 

Muitos agentes estressores em peixes afetam a estrutura e função de 

determinados órgãos, especialmente brânquias e fígado. As brânquias são importantes 

para a respiração, a osmorregulação, o equilíbrio ácido-básico e a excreção de 

nitrogênio (Hibiya, 1982). A análise da morfologia branquial serve como parâmetro 

para o monitoramento ambiental (Schwaiger et al., 1997; Romão et al. 2006; Carvalho-

Neta et al., 2012). O fígado é responsável pelo anabolismo das proteínas, lipídios 

carboidratos e catabolismo do nitrogênio, glicogenólise, desintoxicação e função de 

vitelogênese. Este órgão pode sofrer alteração estrutural e metabólica devido a 

alimentação, aos poluentes, as toxinas, aos parasitas e aos microrganismos. Estas 

alterações podem ser refletidas por várias patologias como inflamação, atrofia, necrose, 

degeneração vacuoloar, degeneração gordurosa, estagnação de bile, hepatite, cirrose, 

congestão e tumores que podem levar o animal à morte (Hibiya, 1982; Camargo e 

Martinez 2007; Guardiola et al. 2013). 

 A associação entre doença e poluição ambiental pode ser verificada em níveis 

mais baixos de organização biológica, como organelas, células, tecido e órgãos, tecidos 

(Bengtsson et al. 1985). Pode ser verificado em nível imunohistoquímico (Fasulo et al., 

2010), bioquímico (Fernandes et al., 2000), genototóxico (Oliveira et al., 2010).  
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Além dos processos citados anteriormente, também pode ser analisada a 

apoptose ou morte celular programada. Ela ocorrer em qualquer momento nos 

organismos, o processo é geneticamente regulado e apresenta características 

morfológicas evidentes (Okada e Mak, 2004; Castedo et al., 2004). O processo 

apoptótico pode ser regulado por via extrínseca, que envolve a membrana celular, e por 

via intrínseca, mitocondrial (Kumar et al., 2007). Neste processo inclui uma cascata de 

reações, com clivagens de proteínas celulares realizadas pelas caspases, o que altera o 

citoesqueleto levando a uma modificação na estrutura da célula, formando assim corpos 

apoptóticos (Lockshin e Zakeri, 2001). 

Biomarcadores bioquímicos envolvidos nos processos de biotransformação são 

utilizados para melhor avaliação de contaminação do ecossistema aquático. Como por 

exemplo a enzima GST (Glutationa S-Transferase) que catalisa a conjugação da 

glutationa reduzida (GSH) com uma variedade de compostos endógenos e exógenos, 

sendo indispensável ao processo de desintoxicação de compostos xenobióticos e na 

prevenção da peroxidação lipídica (George, 1994; Gagné et al., 2008; Mohammed, 

2014). Durante o metabolismo dos xenobióticos pode haver a formação de radicais 

livres que são eliminados pelas enzimas antioxidantes como a catalase, a qual é 

responsável pela decomposição do peróxido de hidrogênio (H2O2) em água e oxigênio 

molecular. Além de seu papel como espécie reativa de oxigênio o H2O2, em excesso, 

causa oxidação da hemoglobina e, consequentemente, diminuição das concentrações de 

oxigênio, acarretando 16 infecções, úlceras e até necroses nos organismos (Claiborne, 

1985; Saint Denis et al., 1999). Ocorrendo um desequilíbrio no sistema das enzimas 

antioxidantes, os hidroperóxidos de lipídios são indicadores do processo de peroxidação 

lipídica (LPO), constituindo o evento citotóxico primário que desencadeia as injúrias 

mediadas por diferentes agentes tóxicos e propagação de LPO pode levar a morte 

celular (Lima, 2003). O aumento da LPO, como uma consequência da deterioração 

oxidativa dos lipídios das membranas é, geralmente, utilizado como referência em 

tecidos biológicos de estresse oxidativo, influenciando vários caminhos metabólicos 

(Meagher e Fitzgerald, 2000).  

Acetilcolinesterase (Ache) está presente em vertebrados, é importante para o 

funcionamento do sistema nervoso, pois catalisa a hidrólise de acetilcolina (Nunes et al., 

2003; leticia et al., 2008) e é utilizada como biomarcador pois tem sua atividade alterada 

frente aos contaminantes (Jung, 2007). 
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Neste estudo foi utilizada a espécie Sciades herzbergii (Bloch, 1794), 

pertencente a Classe Actinopterygii, a Ordem Siluriformes, Família Ariidae, comumente 

denominado como bagre azul ou bagre guribu. Essa espécie pode ser encontrada em rios 

e estuários desde a Colômbia até o Brasil, na plataforma continental até no máximo 

200m de profundidades. Nas áreas de manguezais é uma das espécies predominantes 

(Barletta et al., 2003, Krumme et al., 2004 e Giarrizzo e Krumme, 2007).  

A captura de S. herzbergii  entre os anos de 1997 a 2000 atingiu a taxa de 4500 t. 

É uma espécie estuarina residente, com hábito demersal e grande importância na pesca 

artesanal, sendo uma das principais fontes de proteínas para as comunidades locais 

(Carvalho-Neta e Abreu-Silva, 2010). A contaminação desse peixe torna-se um caso de 

saúde pública, pois ela faz parte da dieta alimentar de muitas famílias.  

A área de estudo está localizada na costa ocidental do Maranhão, na Baía de São 

Marcos, onde atuam cerca de 30 empresas dentre elas a Companhia Vale do Rio Doce 

(VALE), Alumar e Petrobrás. A baía de São Marcos apresenta 100 Km de extensão 

territorial, é classificada como uma das mais importantes do litoral brasileiro, sendo 

constituída por um sistema estuarino, na qual apresenta os mais diversos e complicados 

processos de movimento de marés, cadeia trófica, deslocamento de sedimentos ao longo 

dos canais de maré. Nesta região foram encontrados metais como Cu, Pb, Zn, Ni, Cd, 

Fe, Al, Mn e Co (Carvalho-Neta et. al., 2012).  

Portanto o objetivo desse estudo foi verificar se os efeitos dos contaminantes no 

meio aquático causam alterações morfológicas, imunohistoquímicas e bioquímicas em 

tecidos muscular, branquial e hepático de Sciades herzbergii e utilizá-la como 

ferramenta de avaliação da qualidade ambiental da água, além de verificar a eficiência 

desta espécie como organismo bioindicador em monitoramento ambiental. 
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2. HIPÓTESE 
 

H1: Ambientes com histórico de contaminação exercem efeitos negativos sob a 

qualidade de água e  geram risco de contaminação para espécie residente de Sciades 

herzbergii no estuário amazônico. 
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3. OBJETIVOS: 
 

3.1 OBJETIVO GERAL 

Verificar se os efeitos dos contaminantes no meio aquático causam alterações 

morfológicas, imunohistoquímicas e bioquímicas em tecidos nervoso, muscular, 

branquial e hepático de Sciades herzbergii e verificar a eficiência desta espécie como 

organismo bioindicador de monitoramento ambiental. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Determinar as variáveis físico-químicas (temperatura, salinidade, oxigênio 

dissolvido, pH, condutividade e turbidez) nas duas áreas do estuário;  

• Identificar as alterações histológicas nas brânquias e no fígado de S. herzbergii  

coletados de diferentes áreas no estuário, a partir dessas alterações atribuir o 

grau e o índice de severidade; 

• Identificar por meio da imunohistoquímica a apoptose nos tecidos branquiais e 

hepáticos dos peixes capturados nas duas áreas do estuário; 

• Quantificar Catalase, GST e LPO) nos tecidos hepáticos e branquiais e a 

Actilcolinesterase no cérebro dos peixes capturados nas duas áreas do estuário;  

• Determinar concentração de metais (alumínio, ferro, níquel, cobre, cadmio e 

mercúrio) no sedimento e em tecido muscular, hepático e no cérebro de S. 

herzbergii   

• Associar concentrações de metais em tecidos muscular, hepático, nervoso e 

sedimento de fundo com os parâmetros bioquímicos.  
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4. METODOLOGIA 

4.1 Área de estudo 

A coleta do material biológico foi subdividida em dois pontos: Área I – Área 

sem  histórico de contaminação e área  II - com histórico de contaminação. 

	
Figura 1: Áreas de amostragem: Estuário do rio Caeté-Bragança-PA (área I) e Baia de São 
Marcos São Luiz-MA (Área II). 

 

I- Área sem histórico de contaminação 

O estuário do Rio Caeté (Bragança-PA), localizado na região norte do Brasil. 

Este estuário está situado a aproximadamente 150 km ao sudeste do rio Amazonas, com 

as seguintes coordenadas, S 00°48'45.9 W 046°37'35.2''. A bacia desse estuário tem 

uma extensão de 2.195 Km2, constituída por planalto costeiro, dominado por regime de 

macro-marés (Gorayeb, 2008). De acordo com o IBGE (Instituto Brasileiro de 

Geografia e Estatística) a Bacia do Rio Caeté, inserida na sub-região Costa Atlântica 

drena parte do território de sete municípios: Bonito, Santa Luzia do Pará, Ourém, 

Capanema, Tracuateua, Bragança e Augusto Corrêa, sendo caracterizado por apresentar 

águas túrbidas com profundidade máxima de 10 m (Lara, 2003). O clima da região é 

equatorial úmido, com temperatura máxima 33°C e mínima de 18°C e média em torno 

de 27,5°C, apresenta uma estação chuvosa no período de janeiro a junho, enquanto a 

estação seca ou menos chuvosa de julho a dezembro (INMET, 1992). 

I 

II 
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Figura 2:Estuário do rio Caeté – Bragança-Pa. (Área I). (Fonte: Google). 

O complexo portuário de São Luís - MA, onde atuam aproximadamente 30 empresas 

dentre elas a Companhia Vale do Rio Doce (C.V.R.D.), Alumar e Petrobrás. Os principais 

portos são: Ponta da Madeira (VALE) destina-se principalmente à exportação de minério de 

ferro trazido do projeto Serra dos Carajás (Figura 01), e Porto de Itaqui (Porto da Alumar) 

(Figura 02). Nesta região está a baía de São Marcos (São Luis-MA), situada ao norte da cidade 

de São Luís (Ma), nordeste do Brasil, entre as coordenadas S 02°50'07.3'' W 044°34' 41.9''. É 

um estuário com cerca de 100 km de extensão territorial, com clima equatorial-úmido, com 

temperatura média de 26°C, apresentando grandes variações de maré (Furtado, 2007).  

	

Figura	3:	A - Terminal Portuário de Ponta da Madeira; B - Terminal Portuário de Itaqui (Fonte: Google) 

	

4.2 Procedimentos em campo 

4.2.1 – Amostras de tecidos 
 As coletas de material biológico foram realizadas trimestralmente, por 24 meses, 

totalizando 8 coletas, subdivididas em 4 no período chuvoso e 4 no período seco,  sendo 

capturadas 22 espécimes por campanha. Foi utilizada redes de emalhar de (25mm) com 

aproximadamente 100 metros, medindo 2 metros de altura e com tamanho entrenós de 1-2 cm; 

estas redes eram colocadas na água pelo pescador durante a enchente e foram vistoriadas a cada 
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30 minutos. No local de estudo todos os espécimes de peixes coletados foram identificados até 

o nível de classificação taxonômica possível, baseado em FAO (1992) e Espírito Santo et al. 

(2005). Após a realização da biometria (massa (g) e comprimento (cm), os animais foram 

anestesiados com benzocaína (0.1g.L-1) e eutanasiados de acordo com as Diretrizes de 

Experimentação Animal, estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal 

(COBEA). Após a dissecação, dos órgãos alvos (Brânquias, Fígado, cérebro e Músculo), os 

fragmentos dos órgãos foram acondicionados imediatamente em nitrogênio líquido para 

preservação integral dos componentes teciduais e outros fragmentos foram colocados em 

fixador adequado para as técnicas de microscopia óptica. Dessa forma foram conduzidos ao 

Laboratório de Ultraestrutura Celular/ICB-UFPA. As análises bioquímicas foram realizados na 

Universidade de Aveiro – Portugal. 

4.2.2 – Amostras de Fatores Abióticos 
 A coleta dos parâmetros (temperatura, salinidade, oxigênio dissolvido, pH, 

condutividade e turbidez) da água foi  realizada in situ, em maré enchente, na área onde ocorreu 

a coleta de material biológico, com a o auxílio de um multianalizador de água (HORIBA U-

10). A profundidade da coluna de água foi realizada através de um ecobatímetro manual e a 

transparência através de um disco de Secchi. 

4.2.3 – Amostras de sedimento 
 A amostragem de sedimento foi realizada nos mesmos pontos de coleta de água e 

captura dos animais, sempre na maré enchente, com auxílio de uma draga de Ekman de aço 

inoxidável, levando em consideração as características morfológicas e hidrológicas de ambas as 

áreas de coleta. As amostras coletadas foram acondicionadas em sacos plásticos estéreis, 

identificados e armazenados a 4°C até o processamento da amostra.  

 

4.3 - Histopatologia 

4.3.1 – Microscopia de luz (MO) 
Fragmentos de brânquias e de fígado foram retirados, fixados em solução de Bouin por  

24 horas. Após a fixação, o material foi desidratado em série crescente de Etanol (70% a 100%) 

até a inclusão em parafina. Para a microscopia de luz, os tecidos foram cortados a 5 µm de 

espessura em micrótomo manual Leica (RM 2245). Os cortes foram corados com solução 

Hematoxilina e eosina (H.E.), analisados  e fotomicrografados em microscópio (Nikon Eclipse 
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ci). A ocorrência de alterações histopatológicas nas brânquias e fígado foi avaliada de 2 formas 

distintas:  

a) cálculo do valor médio de alteração (VMA), com base na incidência de lesões, 

segundo Schwaiger et al. (1997). Para tanto, foram atribuídos valores numéricos para cada 

animal, de acordo com a seguinte escala: grau 1 (ausência de alteração histopatológica), grau 2 

(alterações pontualmente localizadas) e grau 3 (alterações amplamente distribuídas pelo 

tecido);   

b) Cálculo do índice de alteração histopatológica (IAH), com base na severidade de 

cada lesão (Poleksic & Mitrovic-Tutundzic, 1994). Para isso cada alteração foi classificada em 

estágios progressivos quanto ao comprometimento das funções teciduais: estágio I, alterações 

que não comprometem o funcionamento do órgão, estágio II para alterações mais severas que 

comprometem o funcionamento normal, mas são reversíveis e estágio III, para as alterações 

mais graves que comprometem de forma irreversível o funcionamento do órgão (tabela 1). Um 

valor de IAH foi calculado para cada animal, seguindo a fórmula: IAH = 1. ∑I + 10 ∑II + 100 

∑III, onde I, II e III corresponde ao número de alterações de estágio I, II e III respectivamente. 

Os valores de IAH entre 0 e 10 indicam funcionamento normal do tecido, entre 11 e 20 indicam 

danos leves a moderados ao órgão, entre 21 e 50 indicam danos de moderados e severos, de 50 

a 99, danos mais severos à brânquia e maiores que 100 indicam danos irreversíveis no tecido. 

 
Tabela 1: Classificação das alterações histopatológicas das brânquias em relação ao tipo, a localização e 
aos estágios das lesões em que estão inseridas. Modificadas de Poleksic e Mitrovic – Tutundzic  (1994). 
 
ALTERAÇÕES HISTOPATOLÓGICAS BRANQUIAIS E HEPÁTICAS ESTÁGIO 

1. Hipertrofia e hiperplasia do epitélio branquial  
Hipertrofia do epitélio respiratório I 
Elevação das células do epitélio respiratório I 
Hiperplasia do epitélio lamelar I 
Desarranjo lamelar I 
Fusão incompleta de várias lamelas I 
Fusão completa de várias lamelas I 
Fusão completa de todas as lamelas II 
Ruptura do epitélio lamelar II 
Espessamento descontrolado de tecido proliferativo  III 

2. Alterações nos vasos sanguíneos  
Dilatação do seio sanguíneo I 
Constrição do seio sanguíneo I 
Congestão vascular II 
Rompimento do sistema de células pilares II 
Aneurisma lamelar  III 

1. Alteração nos hepatócitos  
Hipertrofia celular I 
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Atrofia celular I 
Centros melanomacrófagos I II 
Degeneração celular I 
Inflamação  II 
Degeneração gordurosa  II 
Necrose III 

2. Alterações nos vasos sanguíneos  
Hepatite II 
Congestão dos vasos I 

 
	

4.4 – Imunohistoquímica 
	

4.4.1 - Identificação de células em Apoptose (Caspase – 3 clivada) 

 Para determinar a imunomarcação de caspase 3 clivada, réplicas das lâminas contendo 

fragmentos da brânquia e fígado previamente identificado pela microscopia de luz foram 

desparafinizadas em xilol, reidratadas em etanol, lavadas em solução salina tamponada tween 

0,05% (PBSw) e incubadas em peróxido de hidrogênio a 3% em metanol por 30 minutos. 

Posteriormente as lâminas foram imersas em tampão citrato de sódio aquecido a 70°C durante 

25 minutos e bloqueadas com soro normal de cabra (16210072, Invitrogen, Burlington, ONT, 

Canada) a 10% por 1 hora. As lâminas foram incubadas “overnight” em anticorpo primário 

policlonal anti-caspase-3 de coelho (AB3623, Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) na diluição 

de 1:200 por 12 horas. Posteriormente, as lâminas foram lavadas em PBSw e pós-incubadas em 

anticorpo secundário IgG anti-coelho conjugado com peroxidase (sc-2030, Santa Cruz 

Biotechnology, Inc., Europe) diluído em 1:500 por 2 horas. A reação foi revelada em solução 

de DAB (3,3’ diaminobenzidina) (750118, Invitrogen, Burlington, ONT, Canada) por 5 

minutos, lavada em água destilada e analisadas e fotografadas em fotomicroscópio (NIKON 

Eclipse Ci-E, Nikon Corporation, Tóquio, Japão) acoplado à uma câmera digital (NIKON DS-

Ri1, Nikon Corporation, Tóquio, Japão). Para o controle negativo não foi utilizado anticorpo 

primário e em substituição, as lâminas foram incubadas em PBS. 

 
4.5 -  Parâmentros bioquímicos 

4.5.1 Glutationa – S – Transferase (GST) 
A atividade da glutationa S-transferase (GST) foi determinada pela reação de 

conjugação de 1 mM de glutationa (GSH) com 1 mM de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), 

de acordo o com método descrito por Habig e Jakoby (1981). A formação do composto é 
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analisada como um aumento da absorbância a 340nm que representa a atividade desta enzima. 

A atividade da GST é expressa em unidades de GST/mg de proteínas, onde uma unidade é a 

quantidade de enzima necessária para conjugar 1µmol de CDNB/min/mg de proteína, à 25°C e 

pH 7. O coeficiente de extinção molar (ε) utilizado para a formação do conjugado CDNB-GSH 

foi 9,6 mM -1. cm-1. A leitura foi feita no leitor de micro placas multimodal Perkin Elmer. 

4.5.2 Catalase 
A atividade da catalase (CAT) foi determinada segundo o método descrito por Beutler 

(1975), medindo-se pelo espectrofotômetro a taxa de decomposição enzimática do H2O2 a 240 

nm. A diminuição da absorbância representa a atividade da enzima, que é expressa em unidades 

de CAT/mg de proteína, onde uma unidade é a quantidade de enzima necessária para hidrolisar 

1µM de H2O2/min/mg de proteína, à 30° C e pH 8. O coeficiente de extinção molar (ε) 

utilizado para o H2O2 foi 0, 071 mM -1. cm-1.  

4.5.3 Hidroperóxido lipídico (LPO) 
Preparação do tampão de homogeneização: Tampão fosfato 50 mM, pH=7,0, com 

Triton X-100 0,1%: (a) 1,95 g de NaH2PO4 em 250 mL de água ultra-pura e (b) 8,95 g de 

Na2HPO4.12H2O em 500 mL de água ultra-pura. Combinação das soluções (a) e (b) na 

proporção aproximada de 1:1,5 (v/v), até se obter o pH pretendido. Juntou-se fragmentos dos 

tecidos ao tampão fosfato 200mM, pH=7, 0,1 % Triton X-100 a 4ºC e homogeneizar e seguido 

de uma centrifugação a 15.000 G durante 10 minutos a 4ºC. Adicionamos  200 µl de amostra 

centrifugada/ branco (tampão), 400 µl de solução de ácido tricloroacético a 10%, centrifugamos 

a 10000 G durante 20 segundos, 600 µl de sobrenadante/branco adicionar 600 µl de ácido 

tiobarbitúrico a 1, seguido de banho aquecido durante 10 minutos  e foi realizados leituras de 

absorvância a 535 nm com a seguinte expressão: Coeficiente de extinção molar (ε): 1.56x106 

M-1.cm-1 A = ε * b * C (A = abs a 535 nm, b = 1 cm e C a concentração em M). 

4.6 – Análise de Metais Traço (Cu, Ni, Zn, Al, Fe, Cd, Mn e Hg) 

4.6.1 – Sedimento 

 As amostras de sedimento foram coletadas nos pontos definidos pelo sistema de GPS 

como auxílio de uma draga e colocados em frascos de polietileno (previamente 

descontaminados com HNO3 1,4 mol/L. A separação das partículas ocorreu em malha de 

Teflon e degradação em microondas, para posterior análise em Espectrometria de Absorção 

Atômica (AAS).  
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4.6.2. –Brânquia, cérebro e Fígado  

Em laboratório os pedaços dos órgãos foram fragmentados em triturador de alimentos e 

misturados até a completa homogeneização, as frações para determinação dos metais foram 

retiradas da amostra homogeneizada. Posteriormente as análises foram realizadas em um 

Espectrômetro Óptico de Emissão com Plasma Induzido (ICP-OES).   Foi pesado uma massa 

de aproximadamente 0,2 g da amostra em tubos de Teflon para microondas Mars – CEM, a 

cada tubo foi adicionado 3 mL de HNO3 concentrado e 1 mL de HCl. Os tubos foram fechados 

com tampa e deixados em repouso por 12 horas (Over Night). Foi adicionado ainda em cada 

tubo 1 ml de H2O2, em seguida os tubos foram fechados e deixados em repouso por 2 horas. A 

digestão segue-se no microondas Mars, CEM. Ao final do processo o conteúdo de cada tubo foi 

transferido para tubos tipo falcon e aferidos com água mili-Q ao volume final de 25 mL 

(KRUG, 2008). 

4.8. Análises Estatísticas 
Para todas as análises as amostras foram dividias em dois períodos sazonais chuvoso 

(Janeiro a Junho) e seco (Julho a Dezembro) para ambos os locais de coleta. Para todos os 

dados abióticos coletados foi realizada uma análise de variância multivariada (ANOVA 

twoway), caso esses dados não atendam aos pré-requisitos de normalidade e 

homocedasticidade, foi utilizado um teste não paramétrico. Para diferentes áreas ou dentro da 

mesma área foi realizada correlação, através do teste de correlação de Spearman (ρ). A partir da 

análise histopatológica de cada indivíduo foi estabelecido IAH o qual determinou a frequência 

de cada tipo de lesão em cada área, onde foi utilizado um teste de correspondência através de 

uma análise multivariada. Os dados de concentração de metais no sedimento e tecidos do peixe 

e as respostas biomarcadoras (LPO, GST, catalase e colinesterase) foram analisados através de 

uma análise de variância. Em todas as análises serão consideradas diferenças significativas com 

p< 0,05.   
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CAPÍTULO 1 

Histopatologia e presença Caspase-3 em brânquia e fígado de Sciades herzbergii (Bloch, 

1794) em dois ambientes estuarinos. 

Resumo 

O objetivo do presente estudo foi investigar as alterações histológicas e a ocorrência de 

Caspase-3 nas brânquias e fígado de Sciades herzbergii provenientes de estuarino amazônicos, 

com e sem atividade antropogênica, em períodos sazonais chuvoso e seco. Espécimes de S. 

herzbergii foram capturados no período de março/2014 a fevereiro/2015 em duas áreas: I- 

estuário do rio Caeté (Bragança, PA), sem atividade antropogênica; II- Baía de São Marcos 

(São Luiz, MA), com atividade portuária e industrial. Fatores abióticos em ambos os locais 

foram mensurados in situ. Após a captura foi obtido o peso e comprimento. Em seguida 

fragmentos das brânquias e fígado foram retirados, fixados em solução de Bouin/24horas e 

submetidos ao processamento histológico de rotina para inclusão em parafina. Réplicas de 

lâminas foram submetidas a imunomarcação com anti Caspase-3 clivada. Alterações no tecido 

branquial e hepática foram avaliados pelos cálculos do valor médio de alteração e do índice 

histopatológico. Os resultados demonstram que turbidez, salinidade, pH e condutividade da 

água apresentaram diferenças estatísticas (p<0.05) somente entre as áreas I e II e não entre 

períodos sazonais. Indivíduos da área II apresentaram crescimento e peso menor comparado 

aos indivíduos da área I. 88% dos indivíduos capturados na área I apresentaram tecido 

branquial e hepáticos sem lesões, contudo 92% dos espécimes da área II apresentaram algum 

tipo de lesão branquial e hepática. As alterações branquiais observadas foram hiperplasia, 

hipertrofia lamelar, elevação epitelial, fusão lamelar e aneurisma. Células epiteliais e de cloreto 

foram imunorreativas para caspase-3 clivada. As alterações hepáticas observadas foram 

congestão sanguínea, centros melanomacrófagos, hepatite, degeneração dos hepatócitos, 

vacuolização dos hepatócitos e necrose. Espécimes da área II que apresentaram lesões do tipo 

congestão de vasos e degeneração dos hepatócitos revelaram imunomarcação para Caspase-3 

clivada. Em conclusão a atividade realizada na área II têm aumentado a susceptibilidade dos 

peixes as doenças e a morte; neste caso S. herszbergii pode ser considerado uma espécime para 

o biomonitoramento ambiental da qualidade biológica da água. 

Palavras-chave: Apoptose, histopatologia, caspase-3. 
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Abstract 

 

The aim of the present study was to investigate the histopathological changes and the 

occurrence of Caspase-3 in the gills and liver of Sciades herzbergii from Amazonian estuarine, 

with and without anthropogenic activity in rainy and dry seasons. In the period from March / 

2014 to February / 2015, specimens of S. herzbergii were captured in two areas: Area I, Caeté - 

Bragança - PA Estuary, without anthropogenic activity and Area II - São Marcos Bay - São 

Luiz - MA, where there is a port and industrial system. Abiotic factors at both sites were 

measured in situ. The fish were captured with gill net and soon afterwards the biometry was 

accomplished with obtaining weight and length and removal of fragments of the gills and liver 

that were fixed in Bouin / 24 hours and submitted to the routine histological process. Turbidity, 

salinity, pH and conductivity presented statistical differences between areas I and II. In area I, 

86% of the individuals presented a branchial filament without lesions, however in area II, 95% 

presented some type of branchial lesion, such as hyperplasia, lamellar hypertrophy , epithelial 

elevation and aneurysm. Epithelial and chloride cells were immunoreactive for cleaved caspase 

3. 95% of the liver of S. herzbergii captured in area I presented a hepatic parenchyma of normal 

aspect, with hepatocytes of polygonal format, spherical nucleus and centralized .. While 95% of 

the specimens collected in the area II showed a liver with different pathologies: blood 

congestion, presence of melanomacrophage centers, hepatitis, hepatocyte degeneration, 

vacuolization of hepatocytes and necrosis. Area II specimens that presented congestion vessel 

lesions and hepatocyte degeneration revealed intense immunostaining for cleaved Caspase-3. In 

conclusion the industrial activity and Portland present in area II have increased the 

susceptibility of fish diseases and possibly lead to death, in this case S. herszbergii can be 

considered a sentinel specimen in environmental biomonitoring of the biological quality of 

water. 

Palavras-chave: Apoptose, histopatologia, caspase-3. 
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Introdução 

Ambientes estuarinos são berçários naturais para espécies de invertebrados e 

vertebrados, mas nos últimos anos, o estuário amazônico tem recebido uma grande quantidade 

de poluentes químicos potencialmente perigosos oriundos de fontes domésticas, industriais e 

portuárias (Carvalho-Neta et al., 2014; Montes et al, 2015; Cantanhêde et al., 2016). A baia de 

São Marcos é um complexo estuarino da região amazônica com atividade industrial e portuária, 

principalmente transporte de minérios. Como consequência dessas atividades há registros da 

presença de metais, constatando a influência desses elementos na qualidade e quantidade dos 

peixes na baia (Carvalho-Neta et al., 2012; Cantanhêde et al, 2016). Em contrapartida, o 

estuário do Rio Caeté possui características de ecossistemas ainda preservados que garantem a 

manutenção do ciclo de vida das espécies residentes e a subsistência da população local. Nesse 

local, somente as flutuações de salinidade sazonal influenciam na assembleia de peixes 

(Barletta et al., 2005).  

As atividades antropogênicas na região amazônica vêm aumentando a concentração e 

biodisponibilidade de substâncias tóxicas no ecossistema aquático (Vinodhini and Narayanan, 

2009; Vauchel, 2014; Borges et al., 2018). Os peixes são representantes fundamentais na 

avaliação da qualidade do ecossistema, pois em contato com agentes estressores podem 

bioacumular em baixas concentrações (Scalon et al., 2010; Mansouri et al., 2012) e apresentar 

alteração na reprodução, no crescimento, nas defesas imunológicas e até mesmo morrer (Lima, 

2013; Voigt et al., 2014). Dessa forma esses animais são eficientes bioindicadores e através de 

estudos histopatológicos e apoptóticos das brânquias e fígado é possível avaliar o impacto que 

esses organismos sofrem quando expostos a condições ambientais adversas (Schwaiger et al., 

1997; Guardiola et al. 2013; Montes et al., 2015; Nimet et al., 2018).  

As brânquias são órgãos pares que estão em contato direto com o meio externo e 

realizam funções vitais como, trocas gasosas, osmorregulação, equilíbrio ácido-básico e 

excreção de nitrogênio (Piper & Scheid, 1982).  A estrutura branquial é formada por filamentos 

branquiais e regiões interlamelares revestidas por células pavimentosas, secretoras de muco, de 

cloreto e pilares (Evans et al., 2005; Fasulo et al., 2012). Portanto as brânquias são 

considerados como um excelente biomarcador (Schwaiger et al., 1997; Romão et al. 2006; 

Carvalho-Neta et al., 2012). E, a detecção da ocorrência de apoptose via sinalização de caspase-

3 nas brânquias é uma excelente ferramenta para intensificar a gravidade de dano no órgão. 
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Embora haja relatos que brânquias de peixes expostas a determinados poluentes não promovam 

indução das vias de ativação para Caspase-3 (Monteiro et al, 2009).  

Por outro lado, o fígado é um órgão responsável pela síntese e degradação de proteínas, 

lipídios, carboidratos, e metabolização de substâncias tóxicas, sendo capaz de sofrer alteração 

estrutural e metabólica quando exposto a poluentes, toxinas, parasitos e microrganismos. Estas 

alterações podem ser diagnosticadas por diferentes patologias que podem levar o animal à 

morte (Hibiya, 1982; Flores-Lopes and Malabarba, 2007; Camargo and Martinez 2007; 

Guardiola et al. 2013). Apoptose é um mecanismo natural de morte celular necessária para 

manter a osmoregulação do organismo (Kerr et al., 1972; Voronina and Wessel, 2003; Jiang et 

al. 2017), porém o estresse no ambiente pode elevar a ativação da via efetora Caspase-3 e 

promover um dano no tecido (Krumschnabel, et al., 2010). 

Na região amazônica Sciades herzbergii (Bloch, 1794) é uma espécie comumente 

conhecido como "blue catfish", de hábito onívoro, não migratório e encontrado em rios e 

estuários. É uma espécie importante para a pesca artesanal, sendo fonte proteica para 

comunidade ribeirinha e contribuindo para economia local (Carvalho-Neta and Abreu-Silva, 

2012; Giarrizzo and Saint-Paul, 2008). Baseado na hipótese que as condições estuarinas em 

períodos sazonais e efeito antropogênico distintos podem influenciar na saúde do animal. O 

presente estudo tem o objetivo de investigar em dois estuários amazônicos em períodos 

sazonais chuvoso e seco, as condições físico-química da água, a ocorrência e frequência da 

histopatologia e caspase-3 nas brânquias e fígado de S. herzbergii e correlacionar os estágios 

histopatológicos com as condições ambientais estuarinos.  

 

Material e Métodos 

Área de estudo  

Foram realizados estudos entre março/2014 a fevereiro/2015 nos períodos seco e 

chuvoso de acordo com a pluviometria da região em dois ambientes de estuário (Figura 1): 

Área I, Estuário Bragantino- Pará, o rio Caeté (0°55’14’’/ 46°41’38’’ NW, 0°57’27’’/ 

46°35’53’’ NE, 1°34’4’’/46°52’29’’ SE), possui uma extensão de 2.195 km2 consistindo em 

sistema litorânea de terras altas e macro-marés (Gorayeb, 2009). É uma área de pesca artesanal, 

considerada como uma importante atividade socioeconômica, pois serve de fonte de alimento e 

renda para a população ribeirinha (Glaser and Oliveira, 2004); Area II, baia de São Marcos - 

Maranhão (26º02’/26º28’S, 48º28’/48º50’W) com uma extensão territorial de 100 Km. Possui 

atividade industrial e portuário onde há relatos da vulnerabilidade do sistema aquático a 
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contaminantes pela presença de metais (Carvalho-Neta et al., 2012; Berg et al., 2013; 

Cantanhêde et al., 2016). 
   

Amostras de Fatores Abióticos 

Nos ambientes in situ foi determinado os parâmetros: temperatura (oC), salinidade (‰), 

oxigênio dissolvido (DO), potencial hidrogeniônico (pH), condutividade (s.m/mm2) e turbidez 

(NTU) da água com o auxílio de um multianalizador de água (Horiba U-10).  

Processamento e análise do material biológico 

Espécimes de S. herzbergii foram capturados utilizando redes com diferentes tamanhos 

de malha (25, 40 e 50mm). Em seguida os animais foram anestesiados com benzocaína (0,1 

g.L-1) e eutanasiados de acordo com as Diretrizes do Conselho Nacional de Controle de 

Experimentação Animal. Os peixes foram pesados (massa total em gramas - MT) e medidos 

(comprimento total em centímetros - TL), o segundo arco branquial direito e fragmentos de 

fígado foram dissecados e imediatamente fixados em solução de Bouin por 24 h. Em seguida, 

as amostras foram submetidas a processamento histológico de rotina para inclusão em parafina 

(Prophet et al., 1995). Cortes de 5µm de espessura foram corados em hematoxilina-eosina, 

analisados e fotomicroscópio Eclipse Ci-S (NIKON, Japão) conectado a uma câmera digital 

DS-Ri1 (NIKON, Japão). 

A ocorrência de alterações histopatológicas nas brânquias foi avaliada de duas formas 

distintas: a) cálculo do valor médio de alteração (VMA), baseado com incidência de lesões 

segundo Schwaiger et al. (1997). Foram atribuídos valores numéricos para cada animal, de 

acordo com a seguinte escala: grau 1 (ausência de alteração histopatológica), grau 2 (alterações 

pontualmente localizadas) e grau 3 (alterações amplamente distribuídas pelo tecido); b) Cálculo 

do índice de alteração histopatológica (IAH), com base na severidade de cada lesão (Poleksic 

and Mitrovic-Tutundzic, 1994).  

Cada alteração foi classificada em estágios progressivos quanto ao comprometimento 

das funções teciduais em brânquia e fígado: estágio I (hipertrofia do epitélio, elevação epitelial, 

fusão incompleta de várias lamelas, hipertrofia dos hepatócitos, congestão dos vasos e 

degeneração do hepatócito); estágio II (fusão lamelar, degeneração gordurosa, centros 

melanomacrófagos, hepatite); estágio III (necrose focal). Um valor de IAH foi calculado para 

cada animal (IAH = 1. ∑I + 10 ∑II + 100 ∑III) onde I, II e III corresponde ao número de 

alterações de estágio I, II e III respectivamente. Os valores de IAH entre 0 e 10 indicam 

funcionamento normal do tecido, entre 11 e 20 indicam danos leves a moderados ao órgão, 
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entre 21 e 50 indicam danos de moderados e severos, de 50 a 99, danos mais severos à brânquia 

e maiores que 100 indicam danos irreversíveis no tecido. 

  

Imunohistoquímica 

 

Réplicas de lâminas previamente identificadas, contendo cortes de brânquias e fígado de S. 

herzbergii foram desparafinizados em xilol, lavados em solução tampão fosfato salino (PBS) 

incubados em peróxido de hidrogênio a 3% em metanol por 30 minutos, imersos em tampão 

citrato de sódio aquecido a 70 ° C durante 25 minutos, bloqueado com 10% de soro normal de 

cabra (16210072, Invitrogen, Burlington, ON, Canadá) durante 1 hora e incubadas em anticorpo 

primário policlonal anti  Caspase-3 (clivada) de coelho (1: 200; AB3623, Millipore Corporation) 

overnight. Em seguida as amostras foram incubadas em anticorpo secundário IgG anti-coelho 

conjugado com peroxidase durante 2 horas, reveladas em DAB (3, 3'diaminobenzidina) por 5 

minutos, lavadas em água destilada, contrastadas com hematoxilina e examinadas em microscópio 

de luz Eclipse Ci-S (Nikon, Japão) conectado a uma câmera digital DS-Ri1 (Nikon, Japão). Os 

controlos negativos foram incubados em PBS substituindo o anticorpo primário por PBS seguido 

de incubação em anticorpo secundário. 

 

Análises estatísticas 

Para comparar a média dos fatores abióticos entre as áreas de estudos nos períodos 

sazonais foi utilizado teste-t, para avaliar a relação do número de animais com alterações 

histológicas branquiais e hepáticas entre as áreas foi usado teste não paramétrico de Kruskall-

Wallis, e para comparar a relação peso e comprimento entre indivíduos da mesmo ambiente e 

entre os dois ambientes estuarinos em períodos chuvoso e seco foi realizado uma correlação de 

Spearman (p). As analise foram realizadas utilizando Bioestat 5.0 software (Ayres et al., 2007). 
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Resultados 

A análise dos parâmetros físico-químico (turbidez, salinidade, pH e condutividade da 

água) entre os ambientes estuarinos mostrou diferenças significativas (p <0,05) entre as áreas. 

No entanto esses parâmetros não diferiram estatisticamente entre os períodos sazonais 

amostrados (tabela 1). 

 

Tabela 1: Média (±Desvio padrão dos parâmetros físico-químico da água nas áreas I e II 
durante os períodos seco e chuvoso.   
Periodo/ 

Área  

Seco Chuvoso 

T S Tu C DO pH T S Tu C DO pH 

Area 

I 

28.9 

(±1.0) 

34.2a 

(±1,7) 

41.7a 

(±18.5) 

51.9a 

(±2.4) 

5.1 

(±1.1) 

7.8a 

(±0.2) 

28.0 

(±1.0) 

15.9a 

(±2.7) 

29.3a 

(±18.1) 

26.3a 

(±3.6) 

6.5 a 

(±1.2) 

7.1a 

(1.7) 

Area 

II 

28.0 

(±0.4) 

32.8b 

(±2.5) 

213.1b 

(±195.3) 

50.1b 

(±3.4) 

5.9 

(±0.8) 

8.3b 

(±0.3) 

28.0 

(±0.7) 

28.2b 

(±4.2) 

257.2b 

(±270.8) 

43.5b 

(±6.1) 

8.1b 

(±3.4) 

8.1b 

(±0.9) 

Sobrescritos diferentes na mesma coluna indicam diferenças significativas. T = temperatura; S= 
salinidade; Tu = turbidez; C= condutividade; DO= oxigênio dissolvido. pH; DP= desvio padrão. Letras 
diferentes na mesma coluna significam diferenças estatísticas. 

 

Um total de 352 espécimes de S. herzbergii foram coletados, sendo analisados 176 

animais por área. Os peixes capturados nos dois ambientes estuarinos não apresentaram 

alterações macroscópicas. 88% dos indivíduos capturados na área I não apresentaram lesões 

nos tecidos  branquial e hepático. Contudo, 95% dos espécimes da área II apresentaram algum 

tipo de lesão branquial e hepática. Histologicamente o arco branquial era constituído por vários 

filamentos branquiais. Cada filamento era sustentado por uma cartilagem hialina e formado por 

lamelas primárias e secundárias, as lamelas eram revestidas por um epitélio pavimentoso 

simples formado por células mucosas, de cloreto e pilares (Fig. 2 A-C). Nos animais capturados 

na área I as alterações branquiais observadas foram hiperplasia lamelar primária (Fig. 2D). Em 

contraste, 95% dos indivíduos coletados na área II apresentaram hiperplasia e hipertrofia 

lamelar caracterizadas pela proliferação da células epiteliais com aumento da espessura das 

lamelas; elevação epitelial observada pelo deslocamento do epitélio e surgimento de espaços 

com aparecimento de edemas; fusão lamelar caracterizada por aumento e união das lamelas 

primárias e secundárias com infiltrado inflamatório; e aneurisma caracterizada pelo 

extravasamento de sangue na lamela secundária (Fig. 2 E-H). Somente as células de cloreto nas 

brânquias com hiperplasia lamelar apresentaram imunomarcadas para Caspase-3 clivada na 
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área I. Enquanto espécimes da área II apresentaram imunomarcação principalmente nas células 

mucosas e de cloreto em todas as lesões: hiperplasia, elevação epitelial, fusão lamelar e 

aneurisma (Fig. 2 I-L).  

 

 

 

	

	

		

	

	

	

	

	

	

	
Fig.  2 – Fotomicrografia do filamento branquial de S. herzbergii. Area I (A-D): A- Estrutura normal da 
lamela branquial (L1 and L2). B- Detalhe da lamella secundária mostrando as células- epitelial (Ec), 
mucosa (seta), and pilar (p). C- controle negativo para caspase-3. D- Brânquia com hiperplasia lamelar e 
imunorreação na célula de cloreto (c). Area II (E-L): E- Hipertrofia da lamela; F- Elevação epitelial 
(seta); G- Fusão lamelar; H- Aneurisma (*). I-L Imunolocalização para caspase-3: I- Hiperplasia com 
imunomarcação de caspase-3 nas células de cloreto; J- Elevação epitelial com imunomarcação na 
lamela secundária K- Fusão lamelar com imunomarcação nas lamelas primária e secundárias; L- 
Aneurisma com marcação nos infiltrados leucocitários. 

 
 

Espécimes que apresentaram lesões do tipo congestão de vasos e degeneração dos 

hepatócitos revelaram intensa imunomarcação para Caspase-3 clivada (Fig. 3 I-L). Observamos 

que a frequência dos tipos de lesões branquiais e hepáticas diferiram significativamente entre as 

áreas I e II (p <0,05) (fig.4).  Todavia a relação das frequências de lesões nas áreas entre os 

períodos sazonais não apresentaram diferenças significativas tanto para brânquias como para o 

fígado.  

A análise histológica do fígado revelou que os espécimes na área I apresentaram um 

parênquima hepático constituído pela veia centro lobular (VCL) circundado por cordões de 

hepatócitos e capilares sinusóides (Fig. 3A-B). Alguns animais capturados nessa área 
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apresentaram hipertrofia do hepatócito. Enquanto na área II 95% dos espécimes analisados 

mostraram fígado com congestão dos vasos caracterizado pelo acúmulo de sangue e presença 

de centros melanomacrófagos; hepatite demonstrado por um parênquima desorganizado; 

inflamação caracterizado pela hipertrofia dos hepatócitos e infiltrados leucocitários próximos às 

células hepáticas; degeneração dos hepatócitos com perda da integridade citoplasmática e 

necrose (Fig. 3 E-L). 

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

Fig.  3 – Fotomicrografia do fígado de S. herzbergii. Area I (A-D). A- Estrutura normal hepática, veia 
centro lobular (VCL) circundada de hepatócitos (h) dispostos em cordões e a presença de capilares 
sinusóides. B- detalhe dos cordões de hepatócitos e capilares sinusóides (cs). C- controle negativo para 
caspase-3. D- imunomarcação de caspase-3 em hepatócitos periféricos. Área II (E-L): E- congestão dos 
vasos, vasos dilatados e preenchidos por sangue (cg). Insert- presença de centro melanomacrófagos (M). 
F-Hepatite, vaso dilatado (v), hepatócitos hipertrofiados e extravasamento de sangue no parênquima (s). 
G- Inflamação, hipetrofia do hepatócito e infiltrado leucocitário no parênquima (seta). H- Degeneração 
dos hepatócitos, perda da integridade e vacuolização citoplasmática dos hepatócitos (dg). I-L: 
Imunolocalização para caspase-3: I-J congestão dos vasos (cg). K-L– degeneração dos hepatócitos (dg). 
	

Ao analisar a relação massa e comprimento entre indivíduos das duas áreas de estudo, 

verificamos diferença significativa (p<0,05) entre as áreas I e II (tabela 2). Nessa relação 

verificamos também uma interação positiva, com crescimento alométrico em ambas as áreas, 

área I (R² = 0,924) e área II (R² = 0,978). O menor crescimento e massa foi observado para 

espécie da área II.  
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Tabela 2. Média (±Desvio Padrão) do comprimento (cm) e peso (g) total de S. herzbergii 
capturados em duas áreas do estuário amazônico. 

Sobrescritos diferentes na mesma linha indicam diferença estatística. AI N= indivíduos da área I sem 
alteração branquial e hepática; AI L = indivíduos da área I com alterações branquial e hepática; AII N= 
indivíduos da área II sem alteração branquial e hepática;  AII L= indivíduos da área II com alteração 
branquial e hepática; n= número de espécimes coletadas e diagnosticadas. CT= comprimento total. PT= 
peso total. 

 

Para as espécimes que demonstraram alteração tecidual as maiores incidências na 

brânquia foram elevação epitelial, fusão lamelar e proliferação celular, enquanto para o fígado 

foram hipertrofia do hepatócito, vacuolização e degeneração do hepatócito e congestão de 

vasos, sendo atribuído estágios de alteração histológica (Tabela 3). 

 

Tabela 3: Estágios histopatológico branquial e hepático e número de indivíduos capturados nas 
áreas I e II nos períodos chuvoso e seco 

 
Estágios 

Seco Chuvoso 
AIL AIIL AIL AIIL 

branquial hepática branquial hepática branquial hepática branquial hepática 
I 7 4 7 2 4 2 9 3 
II 0 1 13 21 0 1 8 22 
III 0 0 20 10 1 0 21 8 
IV 0 0 3 6 0 0 4 7 

AI L = indivíduos da área I com Lesão branquial e hepática; AII N= indivíduos da área II sem alteração 
branquial e hepática;  AII L= indivíduos da área II com lesão branquial e hepática 

  

Período/ 
 
Biometria 

 Seco  Chuvoso  
AI N 

(n=75) 
AI L 

(n= 13) 
AII N 
(n= 7) 

AII L 
(n=81) 

AI N 
(n= 80) 

AI L 
(n= 8 ) 

AII N 
(n= 6) 

AII L 
(n= 82) 

CT 
(cm) 

23.5 
(± 4.5) 

21.4 
(± 6.0) 

18.7 
(± 5.3) 

16.3 
(± 4.4) 

27.9 
(± 4.9) 

27.6 
(± 5.1) 

23.1 
(± 4.7) 

20.0 
(± 4.0) 

PT 
(g) 

183.97a 

(± 48.3) 
175.5a 

(± 30.9) 
136.2b 

(± 52) 
130.7b 

(± 39.4) 
239.3a 

(± 68.7) 
228.4a 

(± 48.5) 
123.3b 
(± 47.9) 

135.4b 

(± 35.8) 
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Discussão  

 Neste estudo analisamos as condições de S. herzbergii em dois ambientes estuarinos, 

um sem influência antrópica e outro com históricos de influência antrópica. Sabe-se que a 

descarga de poluentes pode levar alterações na dinâmica dos fatores abióticos, que por sua vez 

pode reduzir a distribuição e a diversidade de organismos aquáticos estuarinos (Lam-Hoai et al. 

2006; Silva et al. 2009).  

Os parâmetros físico-químicas como turbidez, salinidade, pH e condutividade 

apresentaram diferenças significativas entre as áreas. Na área II as variáveis física e químicas 

foram mais elevadas, este cenário pode ser resultado da atividade portuária e industrial, somado 

aos fatores ambientais naturais do estuário da região como: velocidade da corrente de maré 

acima de 4,0 ms-1 (Trindade et al., 2011); intensidade dos ventos que atingem até 10 ms-1 

durante a estação seca (Souza-Filho et al., 2009). No entanto na área I os parâmetros físico e 

químicos observados indicaram uma boa qualidade de água verificada pelo baixo número de 

indivíduos com lesão branquial e com categoria atribuída como grau leve (Poleksic and 

Mitrovic-Tutundzic, 1994). Contrariamente, os animais da área II que apresentaram lesão 

severa nas brânquias e no fígado, condição patológica que está ligada a qualidade da água da 

área II. Há relatos da presença de traços de metal, além dos resíduos da atividade portuária e 

indústrial (Carvalho-Neta, 2014).  

As alterações branquiais principalmente aneurisma e fusão lamelar (estágio IV e III) 

modificam a estrutura tecidual e consequentemente dificultam ou impedem as trocas gasosas e 

a osmoregulação processos de alta necessidade metabólica para o organismo (Baldisserotto, 

2011). Além de lesões nos hepatócitos consideradas altamente severa (estágio IV) demonstram 

injúrias,  dificultando atividade metabólica para oxidação, conjugação e metilação de 

substâncias tóxicas (Shahzad  et al, 2018).  

As imunorreações para caspase-3 nas células epiteliais e de cloreto no filamento 

branquial estavam presentes nas hiperplasia e fusão lamelar dos animais principalmente na área 

II. Aspecto semelhante foi evidenciado em truta arco-íris tratados com clorpirifo (Topal et al., 

2014) e em duas espécies de peixes importantes no delta amazônico (Montes et al., 2015). 

Reação similar foi encontrada em lesões do tipo congestão dos vasos sanguíneos hepáticos.  

Há relatos que o aumento da taxa de proteínas pró-apoptóticas comprometem a saúde do 

animal (Zhang et al., 2012), a qual pode ser comprovada pela presença de centros 

melanomacrófagos associados a lesões mais severas. Evidenciando assim que a defesa imune 
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do animal está ativada contra os agentes tóxicos (Zeppenfeld et al. 2014). Nós observamos que 

os indivíduos da área II eram menores em massa e comprimento, apresentaram lesões severas 

principalmente no período chuvoso. Enquanto que alterações histológicas observadas nos 

peixes da área I eram em menor proporção e grau de severidade leve foram decorrentes de 

variações naturais do estuário amazônico. Em contrapartida o grau de lesão altamente severa 

evidenciada nos animais da área II estão diretamente relacionadas com a qualidade da água, 

embora não podemos inferir qual poluente está afetando diretamente a saúde dos peixe. 

Contudo somente a análise química não é suficiente para avaliar adequadamente os efeitos 

adversos da mistura complexa de contaminantes da água (Van der Oost et al., 2003; Martinez-

Haro et al., 2015).  

Neste contexto podemos inferir que o biomarcadores histológicos utilizado no presente 

estudo fornecem sinais de alerta precoce de exposição aos poluentes, já estabelecidos pela 

presença de metais na região da área II. Por conseguinte eles têm aumentado a susceptibilidade 

dos peixes as doenças e possivelmente conduzí-los à morte. Desta forma podemos estabelecer a 

espécie como biomonitor ambiental da qualidade da água.  
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Uso de Biomarcadores Bioquímicos em Sciades herzbergii (Bloch, 1794) e Identificação de 

Metais traços no Biomonitoramento do estuário amazônico 

 

Resumo 
	

Os biomarcadores enzimáticos, sobretudo enzimas de estresse oxidativo, são 

ferramentas indispensáveis para o estudo de qualidade do ambiente aquático. O objetivo do 

presente estudo é utilizar os biomarcadores bioquímicos nos tecidos nervoso, branquial e fígado 

de S. herzbergii e verificar a presença de metais traço nos tecidos e sedimento de fundo para 

avaliar a qualidade ambiental de duas áreas do estuário Amazônico. A coleta do material foi 

subdividida em duas áreas: área I - estuário do Rio Caeté (Bragança-PA sem influência 

antrópica;  área II - baia de São Marcos com histórico de contaminação, onde há um complexo 

portuário de São Luís - MA. A coleta de sedimento foi realizada nos mesmos pontos de captura 

dos animais. Fragmentos dos tecidos branquiais e fígado foram dosados para atividade da 

enzima Glutationa-S-transferase (GST), Catalase (CAT) e Lipoperoxidação (LPO), 

Acetilolinesterase foi utilizado para o tecido nervoso. As variáveis físico-químicas turbidez, 

salinidade, pH e condutividade elétrica apresentaram diferenças significativas entre as áreas. 

Ocorreram diferenças significativas GST nas brânquias e CAT no fígado, nos animais 

capturados na área II. Houve diferenças significativas na presença de metais traço no sedimento 

de fundo como nos tecidos biológicos. As maiores concentrações de metais traços foram 

observadas para o Alumínio, Ferro, Níquel e Cádmio para os espécimes coletados na área II. 

Concluímos que A alta concentração de metais no sedimento e nos tecidos biológicos dos 

peixes coletados na área II, aliados a alta atividade enzimática antioxidantes mensurados nesses 

espécimes refletem o risco que a biota aquática está submetida. 

 

Palavras-chave: metais, estresse oxidativo, S. herbergii, sedimento de fundo, peixes 
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Abstract  
	

The enzymatic biomarkers, especially oxidative stress enzymes, are an indispensable tool for 

the study of water quality. Therefore the present study was to use the biochemical biomarkers 

in the gill, liver and brain tissues of S. herzbergii and verify the presence of metals in the 

tissues and sediment to evaluate the environmental quality of the water of two areas of the 

Amazon estuary. The area without a history of contamination (area I) was the Caeté River 

estuary (Bragança-PA) and the area with a history of contamination (area II) was São Marcos 

Bay, where there is a port complex of São Luis-MA. Sediment sampling from the water was 

performed at the same capture points of the animals. For the biochemical analyzes were used: 

Cholinesterase, GST, Catalase and LPO) fragments of nervous, gill and liver tissues. The 

quantification of the concentration of metals in biological tissues (fish) and sediment followed 

by the same methodology adapted from KRUG (2008). The physical-chemical variables 

turbidity, salinity, pH and conductivity presented significant differences between the areas. 

There were significant differences between these biochemical parameters only for Glutathione-

S-Transferase (GST) in the gills and catalase (CAT) in the liver, the animals captured in area II 

had higher enzymatic activity values. There were significant differences in the presence of 

metals in both the sediment and biological tissues and also the highest concentrations for 

Aluminum, Iron, Nickel, Copper and Cadmium occurred. The high concentration of metals in 

the sediment and biological tissues of the fish collected in the area in area II, allied to the high 

or enzymatic inactivity of the oxidative stress enzymes measured in the specimens of the same 

area, reflect the risk that the aquatic biota. 

 

 Keyword: metals, oxydative stress, S. herbergii 

 

  



52	

	

Introdução 
 

Com o processo de industrialização, as atividades antropogênicas ligadas a indústria e 

agricultura aumentaram significativamente, resultando na produção e na liberação para o meio 

ambiente grande quantidade de contaminantes, especialmente metais, o que provoca perigo 

para invertebrados, peixes e humanos (Uluturhan and Kucuksezgin, 2007; Bauvais et al. 2015. 

Efluentes industriais, metais, lixo doméstico, esgoto, transporte de minérios e contaminantes de 

processos agrícolas e aquícolas, dependendo do tempo de exposição e a biodisponibilidade 

desses tóxicos contaminam ambientes aquáticos, principalmente regiões de estuário, 

ameaçando a biota aquática (Santos et al., 2015; Valle Junior et al., 2015; Dhanakumar et al., 

2015),	 provocando desequilíbrios ecológicos, além de contaminar populações humanas, pois 

são consumidoras dessa biota (Monferrán et al., 2016).  

Metais traço, podem ser classificados em essenciais (ferro, niquel e cobre) não 

essenciais. Os metais essenciais desempenham funções específicas no organismo, (Abadi et al., 

2014). A deficiência de um metal essencial pode, portanto, causar um efeito adverso à saúde, 

enquanto sua alta concentração também pode resultar em impactos negativos e são equivalentes 

ou piores que as causadas por metais não essenciais (Kennedy, 2011), que por sua vez 

(alumínio, cadmiun, mercúrio), não são necessários aos organismos vivos, a variação nos 

parâmetros físico-químicos da água e a presença de contaminantes podem aumentar a 

biodisponibilidade desses metais, através de reações químicas específicas, no meio ambiente 

(Sfakianakis et al., 2015). Áreas portuárias podem aumentar a liberação e concentração de 

metais traço para ecossistemas aquáticos através dos resíduos de cargas, essa contaminação 

pode ter efeitos perturbadores no equilíbrio ecológico (Ashraf et al., 2006.) 

O desenvolvimento de técnicas que visam o monitoramento ambiental, incluem os 

biomarcadores enzimáticos, sobretudo enzimas de estresse oxidativo (Zanette et al., 2008), pois 

componentes tóxicos possuem alta afinidade por pares de elétrons encontrados nos 

aminoácidos que formam as enzimas, como o grupamento sulfidril (Bertin & Averbeck, 2006; 

Ivanina et al., 2008) a presença de metais pode gerar espécies reativas de oxigênio (EROS) 

provocando um desequilíbrio bioquímico alterando a atividade das enzimas antioxidantes 

(Chen et al., 2014; Kim et al., 2015; Kumar et al., 2015). 

A presença de metais traços no sedimento de fundo e na água podem causar efeitos 

deletérios na biota aquática, pois interferem na respiração, no comportamento e na capacidade 

de natação do peixes, uma vez que esses metais podem ser acumulados nos tecidos dos peixes 
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por longos períodos (Tapia et al., 2012; Pyle et al., 2012; Alsop et al., 2014). Quando há 

contato e acúmulo de metais em organismo, ocorre o aumento na produção de espécies reativas 

de oxigênio (ROS), como peróxido de hidrogênio, radical superóxido e radicais hidroxil que 

causam estresse oxidativo nos organismos, impondo-lhes condições de vida subletal ou 

crônicas. Contudo, tais organismos desenvolvem um mecanismo de defesa através de enzimas 

antioxidantes, como a catalase para controle do estresse oxidativo (Palermo et al., 2015).  

Dessa forma peixes que vivem em locais contaminados também possuem capacidade de 

adaptação evolutiva de tolerância a poluentes (Bourret et al., 2008).  Então, o objetivo deste 

estudo foi avaliar os biomarcadores bioquímicos (Colinesterase, Catalase, GST e LPO e a 

presença de metais (alumínio, ferro, níquel, cobre, cádmio e mercúrio) em diferentes órgãos de 

Sciades herzbergii e no sedimento de fundo em dois ambientes no estuário amazônico. 

Metodologia  
 

Área de amostragem 

As coletas do material (biológico e sedimento) foram realizadas em duas áreas (Fig.1): 

Área I – sem influência antrópica, corresponde aos canais de maré Chavascal e Serrado no 

sistema estuarino do rio Caeté (Bragança-PA S 00°48'45.9 W 046°37'35.2''), localizado na 

região norte do Brasil a aproximadamente 150 km ao sudeste do rio Amazonas. A bacia 

hidrográfica desse rio tem uma extensão de 2.195 km2, sendo constituída por planalto costeiro, 

dominado por regime de macromarés (Gorayeb, 2008); Área II – apresenta influência antrópica 

corresponde aos canais de maré Irinema e Buenos Aires localizados na baía de São Marcos 

(São Luís-MA S 02°50'07.3'' W 044°34' 41.9''), onde está instalado o complexo portuário. Os 

principais portos localizados nessa área são Terminal Marítimo de Ponta da Madeira (VALE), 

porto de Itaqui, porto da ALUMAR que se ocupam principalmente da exportação de minério de 

ferro e o Terminal de Passageiros de Ponta da Espera. 
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Fig 1.  Área de estudo no estuário Amazônico, Brasil. (c) Área I, Bragança-Pará (1, 2, 3 – 
pontos de amostragem). (d) Área II  Baia de São Marcos, Maranhão (1, 2, 3 – pontos de 
amostragem).  

 

Amostras de tecidos 

 As coletas de material biológico foram realizadas trimestralmente, por 24 meses, 

utilizando redes de emalhar de (25mm) com extensão de 100 metros, medindo 2 metros de 

altura e com tamanho entrenós de 1-2 cm. A cada coleta, em cada área de amostragem  10 

peixes eram capturados e identificados (Espírito Santo et al. 2005), gerando um total de 160 

peixes capturados em toda o período. Após a coleta os animais foram anestesiados com 

benzocaína (0.1g.L-1) e eutanasiados de acordo com as Diretrizes de Experimentação Animal, 

estabelecidos pelo Conselho Nacional de Experimentação Animal (CONCEA). Em seguida os 

animais foram pesados (g), medidos (cm) e examinados externa e internamente para 

identificação de lesões macroscópicas. Fragmentos de brânquias, fígado, cérebro e músculo 

foram coletados e acondicionados em criotubos imediatamente em nitrogênio líquido para 

preservação integral dos componentes dos tecidos para a análise bioquímica e metais.  
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Amostras de Sedimento 

 A amostra de sedimentos foram coletadas sempre na maré enchente, com auxílio de 

uma draga de Elkman de aço inoxidável e no mesmo local que foram capturados os peixes. 

Após a coleta, as amostras foram acondicionadas em sacos plásticos estéreis, identificados e 

armazenados a 4°C. As amostras foram acedificadas (ácido nítrico), filtradas em filtro de 

acetado e a leitura foi realizada em espectrofotômetro de absorção atômica com chama. 

 

Parâmetros físico e químicos da água 

 A coleta dos parâmetros (temperatura, salinidade, oxigênio dissolvido, pH, 

condutividade e turbidez) da água foi realizada in situ, em maré enchente, na área onde ocorreu 

a coleta de material biológico, com a o auxílio de um multianalizador de água (HORIBA U-

10).  

 

Parâmetros Bioquímicos 

 Os fragmentos dos tecidos foram homogeneizadas em sonicador em tampão específico, 

com diluição de 1:4 e temperatura aproximada de 4 °C, centrifugadas 1000g x por 15 minutos a 

4ºC para a extração do sobrenadante. A concentração proteica para todas as amostras foi 

determinada pelo método de Bradford (1976). 

 

Glutationa – S – Transferase (GST) 

A atividade da glutationa S-transferase (GST) foi determinada pela reação de 

conjugação de 1 mM de glutationa (GSH) com 1 mM de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) 

(Habig e Jakoby, 1981). O aumento da absorbância representa a atividade desta enzima. A 

atividade da GST é expressa em unidades de GST/mg de proteínas. O coeficiente de extinção 

molar (ε) utilizado para a formação do conjugado CDNB-GSH foi 9,6	mM	-1. cm-1. A leitura foi 

feita no leitor de micro placas (SAFAS MP96). 

 

Catalase (CAT) 

A atividade da catalase (CAT) foi determinada medindo-se, pelo espectrofotômetro, a 

taxa de decomposição enzimática do H2O2 a 240 nm (Beutler, 1975). A diminuição da 

absorbância representa a atividade da enzima, que é expressa em unidade de CAT/mg de 

proteína. O coeficiente de extinção molar (ε) utilizado para o H2O2 foi 0, 071 mM -1. cm-1. A 

leitura foi feita no leitor de micro placas (SAFAS MP96). 
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Hidroperóxidos lipídico (LPO) 

 

 A peroxidação lipídica foi medida pela quantificação das substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS), de acordo com o protocolo descrito em Buege e Aust (1978).  TBARS 

foram expressos como equivalentes de malondialdeído (MDA), calculados com um coeficiente 

de extinção de 1,56 × 105 M-1 cm-1. Esta metodologia baseia-se na reação de compostos como 

o malondialdeído (formado pela degradação de produtos iniciais de membranas lipídicas por 

ataque de radicais livres), com ácido 2-tiobarbitúrico (TBA). 

 

Acetilcolinesterase (AChE) 

 

A atividade das colinesterases foi mensurada de acordo com o método de Ellman et al. 

(1961). O substrato acetiltiocolina é degradado pelas enzimas colinesterases, resultando em 

acetato e tiocolina. Este produto  reage com o DTNB dando origem a um composto amarelo e 

esta formação pode ser determinada a 412 nm, permitindo seguir um aumento da absorvância. 

Os resultados foram expressos em nmol por min por mg de proteína. 

 

Concentração de metais no sedimento e tecidos 

 

A quantificação da concentração de metais nas brânquias, fígado e músculo do peixe e 

no sedimento de fundo foram realizadas pela metodologia adaptada de KRUG, 2008. Foi 

pesada uma massa de aproximadamente 0,2 g de cada amostra em tubos de Teflon, em seguida	

foi adicionado a cada tubo: 3 mL de HNO3 concentrado, 1 mL de HCl e 1 ml de H2O2	para a 

digestão, seguiu-se no microondas Mars, CEM. Ao final do processo o conteúdo	de cada tubo 

foi transferido a tubos tipo falcons e aferidos com água mili-Q ao volume	 final de 25mL. 

Posteriormente as análises foram realizadas em um Espectrômetro	 Óptico de Emissão com 

Plasma Induzido (ICP-OES) e chama. 

 

 

Análises estatísticas 

Para os dados de concentração de metais no sedimento e tecidos do peixe e as respostas 

bioquímicas (LPO, GST, Catalase e Acetilcolinesterase) foi realizada uma análise de variância 
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(ANOVA twoway). Os fatores abióticos das duas áreas foram analisados através de uma 

análise de componente principal (PCA). Em todas as análises foram consideradas diferenças 

significativas com p< 0,05. 

 

Resultados 
	

Fatores abióticos 

Durante o período de amostragem diferenças significativas entre as áreas foram 

encontradas somente para turbidez, salinidade, pH e condutividade (p <0,05). No entanto não 

há diferenças significativas nas variáveis físicas e químicas entre os períodos sazonais. 

 

Tabela 1 – valores médios dos parâmetros físico-químicos. 

Loca de amostragem Área I Área II 

Turbidez (NTU) 35,8 (±16,5) 275,1 (±195,3) 

Salinidade 22,5 (±3,2) 29,8 (±2,5) 

pH 7,5 (±0,2) 8,2 (±0,3) 

Condut. elétrica (mS/cm) 31,3 (±2,4) 51,7 (±3,4) 

Temperatura (°C) 28 (±1,1) 28 (±0,7) 

Oxigênio Dissolvido (mg/L) 6.2 (±57,9) 8.6 (±43,8) 

 

 

Biometria  

 Os 160 espécimes de S. herzbergii foram mensurados, apresentando uma relação entre 

peso e comprimento total similares entre indivíduos da mesma área, no entanto ao 

compararmos os indivíduos de áreas diferentes, ocorreu diferenças significativas (p<0,05) 

(tabela 2). Nessa relação verificamos também uma interação positiva, com crescimento 

alométrico em ambas as áreas (área I (R² = 0,924) e área II (R² = 0,978)), sendo o crescimento e 

o aumento de massa para espécie menor na área II. 
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Tabela 2 - Médias de comprimento total (cm), peso total (g) e Médias (± DP) de S. herzbergii 
de duas áreas do estuário amazônico. 

Biometria/área Área I 
(n=80) 

Área II 
(n=80) 

Comprimento Total (cm) 27.2a  (± 4.6) 18.8b  (± 4.9) 

Massa (g) 233.3a  (± 67.7) 132.6b  (± 50.5) 

 

 

Análise dos parâmetros bioquímicos 

 Nos tecidos dos peixes capturados em ambas as áreas foi observado diferenças 

significativas para Glutationa-S-Transferase (GST) nas brânquias e catalase (CAT) no fígado 

(p<0,05). Contudo não ocorreu diferença para AChE no tecido nervoso nem para o LPO nos 

tecidos branquial e hepático entre os animais de ambas áreas. Os animais capturados na área II 

apresentaram valores de atividades enzimáticas superiores que os da área I. 
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Fig 2. – Atividade dos marcadores de estresse oxidativo  e da enzima acetilcolinesterase nos em Sciades 
herszbergii de área I e área II. A - Atividade da Catalase nas brânquias; B – Atividade da Catalase no 
fígado; C - Atividade de GST nas brânquias; D – Atividade da GST no fígado; E – Peroxidação Lipídica 
(LPO) nas brânquias; F - Peroxidação Lipídica (LPO) no fígado. e G -  Atividade de Acetilcolinesterase 
no cérebro. Valores expressos em médias e a e b mostram valores estatisticamente diferentes. 
 

 

Análise de Metais 

 

No sedimento 

Foram verificadas diferenças significativas na concentração de metais entre as duas 

áreas (p<0,05) para o alumínio, ferro, níquel, cobre, cádmio (Tabela 1). Onde as maiores 

concentrações desses metais foram determinadas na área II.  

 

Tabela 3 – Análise da concentração média (mg/kg) de metais no sedimento em duas áreas do estuário 
amazônico. 

Amostra/metais Al Fe Ni Cu Cd Hg 
  mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L 

Área I  0,6618* 
(±0,14) 

0,5958* 
(±0,06) 

0,000312* 
(±0,00) 

0,000278* 
(±0,00) 

0,00001* 
(±0,00) 

0,00002* 
(±0,00) 

Área II  46,6454* 
(±6,96) 

26,521* 
(±3,95) 

0,018* 
(±0,00) 

0,015* 
(±0,00) 

0,0003* 
(±0,00) 

0,0003* 
(±0,00) 

(*) indica diferenças entre as áreas  (±) desvio padrão 

 
 

Nos Tecidos: Branquial, Hepático e Nervoso  

 Ao analisarmos a concentração de metais nos três tipos de tecido (nervoso, hepático e 

muscular) foi verificado diferenças significativas na concentração de metais entre os tipos de 

tecidos e entre as áreas. Alumínio, ferro, níquel, cádmio e mercúrio tiveram maior concentração 

nos tecidos dos animais capturados na área II (tabela 2). 
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Tabela 4 – Média (±DP) da concentração (mg/kg) de metais em tecidos de S. herzbergii em 
duas áreas do estuário amazônico. 
 

Metal Área I   (n=80) Área II   (n=80) 

 Cérebro Fígado Músculo Cérebro Fígado Músculo 

Alumínio 0,026 
(±0,002) 

0,031 
(±0,013) 

0,026 
(±0,026) 

0,027 
(±0,003) 

0,065 
(±0,069) 

0,111* 
(±0,032) 

Ferro 0,152 
(±0,132) 

1,227 
(±0,905) 

0,036 
(±0,006) 

0,996 
(±1,856) 

0,707 
(±0,818) 

0,133* 
(±0143) 

Níquel NI 0,002 
(±0,0009) 

0,002 
(±0,001) 

0,065* 
(±0,015) 

0,027* 
(±0,008) 

0,017 
(±0,024) 

Cobre NI 0,032 
(0,015) 

NI 0,014 
(±0,026) 

0,017* 
(±0,009) 

0,014 
(±0,005) 

Cádmio NI NI NI 0,00044 
(±0,0001) 

0,0012 
(±0,0004) 

0,0016* 
(±0,0006) 

Mercúrio NI NI NI NI 8,98 
(±2,66) 

8,88 
(±2,21) 

*indica diferenças entre as áreas; (±) desvio padrão; NI – Não identificado 

ANVISA-Valores máximos de metais no sedimento: Hg (0,002 mg/L; Al (0,2 mg/L); Fe (5,0 mg/L); Ni 
(0,025 mg/L) ; Cu (0,013 mg/L) e Cd (0,01 mg/L)  

 

 

 
Fig. 3 – Análise de PCA. Área I e II e fatores abióticos 

 

A análise de componentes principais (PCA) revelou que o fator abiótico com variação 

mais significativa foi a turbidez na área II. 
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Discussão 
 

As águas de ecossistemas estuarinos amazônicos são fortemente influenciadas pela 

sazonalidade regional. Essa sazonalidade é regida pela presença ou o afastamento da Zona de 

Convergência Intertropical que regula as chuvas e os ventos na região Norte brasileira. Além da  

sazonalidade temos o regime de macromarés. As grandes descargas fluviais, principalmente 

durante o período chuvoso, fornecem elevada quantidade de sedimentos, nutrientes dissolvidos 

e material orgânico para os ecossistemas aquáticos locais (Pardal et al., 2011.; Rosa Filho et al., 

2018). A área I se apresentou dentro do padrão esperado para estuários amazônicos, porém, a 

área II sofreu influencia da atividade portuária e da drenagem do canal principal da baía que 

elevou a turbidez durante o período seco. A atuação de ventos com maior intensidade neste 

período promoveu uma maior oxigenação das águas. Esse processo favoreceu a precipitação do 

ferro férrico em hidróxido de ferro. Desse modo, o sedimento da área II funcionou como uma 

depósito de ferro. 

A área I, mais protegida pelo manguezal da ação dos ventos, possui águas mais ricas em 

matéria orgânica particulada e dissolvida e, muitas vezes, pode ocorrer situações anaeróbicas. 

Nesse caso, ocorre a liberação do ferro ferroso, que estava precipitado no sedimento para 

coluna d’água. Desse modo, o sedimento da área I funcionou como uma fonte de ferro à coluna 

d’água. Além disso, a ressuspensão dos sedimentos através das mudanças hidrogeoquímicas 

associadas às variações de maré pode conduzir à remobilização dos metais para a coluna de 

água (Maranho et al. 2010, Borges et al., 2018). Em consequência, há maior biodisponibilidade 

de metais e bioacumulação na cadeia trófica, em especial nos peixes (Jesus et al., 2004; Beladel 

et al., 2012; Marx and Kamber, 2014).  

A alimentação do S. herzbergii é rica em crustáceos e peixes. Os caranguejos e 

camarões possuem a hemocianina que utiliza o cobre no transporte de oxigênio na sua molécula 

e os peixes possuem a hemoglobina com ferro na sua molécula que auxilia no transporte de 

oxigênio no sangue desses organismos. Isso pode explicar as concentrações de ferro e cobre 

nos tecidos hepáticos de S. herzbergii da área I forem superiores aos da área II, provavelmente 

uma maior diversidade alimentar, por não apresentar atividades antrópicas como atividade 

portuária, apesar das concentrações nos sedimentos desses metais serem superiores na área 2. 
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As duas áreas apresentaram metais traço (alumínio, ferro, níquel, cobre, cádmio e 

mercúrio) no sedimento, mas a  área II as concentrações foram maiores, devido ao complexo 

portuário de São Luís - MA  e o transporte de minério de Ferro. O sedimento é um dos destinos 

finais dos metais e ele pode sofrer a ação de fatores abióticos (pH, turbidez e condutividade) e 

em estuários amazônicos a combinação desses fatores pode influenciar a especiação desses 

metais, aumentando assim a biodisponibilidade na água e possibilitando assim a bioacumulação 

e transferência para a cadeia trófica (Jesus et al., 2004; Beladel et al., 2012). O que foi 

verificada pela concentrações cádmio e mercúrio nos animais da área II. 

Há relatos que os organismos aquáticos desenvolveram defesas para regular o nível de 

espécies reativas de oxigênio (EROS), que podem ser geradas como consequência à exposição 

de metais	(Ognjanovic et al., 2008; Olivari et al., 2008; Matos et al., 2013). Tal contaminação 

por espécies metálicas pode alterar os mecanismos fisiológicos e bioquímicos dos peixes 

(Wang et al., 2009), ao fomentar o stress oxidativo (Cornejo-Garrido et al., 2011) e ao 

comprometer a eficácia das defesas antioxidantes, como evidenciado em Anguilla anguilla por 

Nunes et al. (2014a). 

No presente estudo verificamos que a maior atividade da enzima CAT foi observada no 

fígado e nas brânquias dos animais capturados na área II. Verificamos também que esses 

animais apresentaram maior concentração de espécies metálicas no músculo.  Sugerimos que 

esses compostos ou o seu metabolismo resultaram em efeitos pro-oxidativos que ativou a via 

metabólica desta enzima em particular. Resultados similares foram observados em Channa 

punctatus exposto aos efluentes de usinas termoelétricas contaminadas por metais (Javed et al. 

2016). O papel pro-oxidativo de misturas complexas de metais, cujos efeitos deletérios são 

contrários pela ativação da enzima CAT.  

O metabolismo da glutationa (GSH na sua forma reduzida) é um dos mecanismos mais 

importantes na proteção celular contra os danos decorrentes dos stress oxidativo. A GSH é um 

poderoso scavenger de radicais livres e atua de modo a eliminar compostos electrofílicos que 

de outra forma poderiam ser lesivos (Hayes et al., 1999). As GSTs catalisam a conjugação da 

glutationa reduzida (GSH) e consequentemente podem fomentar a excreção destes compostos 

eletrólitos, mas também é uma ferramenta antioxidante. Verificamos que os animais da área II  

apresentaram maior atividade enzimática média quando comparados aos animais da área I. 

Assim, organismos expostos a contaminantes na área II foram favorecidos pela eficácia do 

processo de detoxificação, visto que possuem alta atividade de GSTs. Resultados similares 

foram amplamente reportados na literatura, como o caso do chumbo (A. anguilla e G. 
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holbrooki; Nunes et al., 2014a; 2015a; Pimephales promelas; Mager et al., 2008; Scophtalmus 

maximus; Nunes et al., 2014b), cobre (G. holbrooki; Nunes et al., 2015b; Pomatoschistus 

microps; Vieira et al., 2009; Gasterosteus aculeatus; Sanchez et al., 2005; Clarias gariepinus; 

Hoyle et al., 2007; A. anguilla; Ahmad et al., 2005), cádmio (Oncorhynchus kisutch; Espinoza 

et al., 2012; A. anguilla; Nunes et al., 2014a), zinco (A. anguilla; Nunes et al., 2014a). Pode-se 

sugerir que o metabolismo dos metais eventualmente absorvidos a partir do meio, 

principalmente em S. herzbergii da área II, requerer a ativação da conjugação com a glutationa 

como forma preferencial de excreção. Por outro lado, e considerando simultaneamente os dados 

da enzima CAT, é possível sugerir também que o aumento da atividade das isoenzimas GSTs 

dos animais capturados na área II pode significar um esforço antioxidante a fim de combater o 

excesso de ROS que deriva da presença de concentrações superiores de metais.   

Relativamente à peroxidação lipídica (LPO) não houve diferença significativa entre 

animais capturados nas duas áreas de estudo. A ocorrência de peroxidação lipídica  ou dano 

peroxidativo por exposição aos compostos metálicos foi amplamente estudada, verificado em 

em Clarias gariepinus  quando exposto ao chumbo (Farombi et al. 2007); em Clarias 

batrachus (Maiti et al. (2010) e nas brânquias de Scophtalmus maximus (Nunes et al. 2014b);   

ou após exposição ao cádmio em Rhamdia quelen (Pretto et al., 2010), em Channa punctatus 

(Dabas et al. 2012) e em G. holbrooki (Nunes et al. (2015b). Dada a inexistência de diferenças 

entre organismos capturados nas duas áreas em estudo, possivelmente as atividades de CAT e 

GTS podem ter sido suficientemente eficazes para prevenir a ocorrência de danos oxidativos 

nos lípidos de  membranas. 

Ao observar cérebro de S. herzbergii provenientes das áreas I/II não houve  diferenças 

estatisticamente significantes da atividade das colinesterases. Apesar de serem considerados 

inibidores diretos potenciais das colinesterases (Guilhermino et al., 1998), alguns metais podem 

não exercer totalmente este efeito (Nunes, 2011), pelo que a utilização da inibição 

colinesterásica como critério toxicológico requer uma avaliação cuidadosa. O estudo conduzido 

por Elumalai et al. (2007) demonstrou a ocorrência de uma significativa inibição 

colinesterásica no caranguejo estuarino Carcinus maenas após exposição ao metal zinco. No 

entanto, a exposição de A. anguilla ao chumbo, cobre, cadmio e zinco não resultou em 

quaisquer efeitos anticolinesterásico significante (Nunes et al., 2014a). A ausência de efeitos 

anticolinesterásicos por parte de alguns metais, como urânio, foi observado em peixes, como o 

Carassius auratus (Nunes et al., 2018); em G. holbrooki expostos ao zinco, chumbo e cadmio 

(Brandão et al., 2013). Assim, evidencia-se que o padrão de resposta em termos da relação das 
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enzimas colinesterases quando expostas aos metais nem sempre foi coincidente; para além de 

inerentemente dependente da quantidade de metal que foi absorvida. 

No entanto, os dados aqui obtidos apesar de sugerirem a ocorrência de uma evidente 

resposta antioxidante, com alterações nas atividades das enzimas antioxidantes CAT e GST não 

implicam na ocorrência de dano oxidativo, considerando que não houve aumento das 

concentrações de malondialdeído. Assim, pode sugerir-se que os compostos metálicos 

presentes na água não foram absorvidos em quantidade suficiente para causar efeito 

anticolinesterásico direto e que o efeito prooxidativo do seu metabolismo não foi suficiente 

para causar desnaturação proteica e o comprometimento da função colinesterásica em 

exemplares de Sciades herzbergii capturados nas áreas de estudo. 

Conclusão 
 

Concluímos que a alta concentração de metais no sedimento e nos peixes coletados na 

área II (com histórico de contaminação), aliados a alta ou inatividade enzimática das enzimas 

de estresse oxidativo mensurados nos espécimes da mesma área, refletem o risco que a biota 

aquática sofre diante da atividades antrópicas. Mesmo que a alta atividade das enzimas de 

estresse oxidativo reflita em uma tentativa do peixe de se proteger e de se adaptar a habitats 

contaminados. Com essas análises podemos considerar S. herszbergii como um eficiente 

biomonitor da qualidade ambiental da água.  
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CONSIDERAÇÕES FINAIS (GERAL) 
 

 Após a obtenção e análise dos resultados podemos afirmar que os biomarcadores 

histológicos, imunohistoquímico, bioquímicos e análise de metais realizadas nesse estudo 

evidenciam claramente os efeitos deletérios ocasionados na biota aquática quando expostas a 

uma concentração de metais. Embora não letal, mas extremamente prejudicial a homeostase do 

animal, o que pode culminar com o aumento da susceptibilidade a doenças e podendo levar a 

morte do animal. S. herszbergii se mostrou um eficiente biomonitor da qualidade de água, pois 

é capaz de acumular metais e ser responsivo ao estresse oxidativo, refletindo assim uma 

provável adaptação a vida em habitats contaminados. Baseados nessas análises, podemos 

considerar que a espécie é um eficiente biomonitor da qualidade ambiental da água.   

 

 


