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RESUMO

Os parametros hematolégicos sao Uteis para a determinacao de caracteristicas
sanguineas dos peixes, pois propiciam importantes informacfes sobre a saude
e as condi¢des fisicas de uma populacéo ou individuo, bem como podem atuar
como biomarcadores para o monitoramento ambiental. O objetivo do trabalho foi
verificar se existe diferenca entre os parametros hematolégicos de Mugil curema
de um estuario mais poluido (Santos) e outro menos poluido (Barra do Una —
Juréia) em diferentes estacdes do ano. Os 133 exemplares do parati Mugil
curema foram coletados no ver&@o e no inverno de 2015 nos estuarios de Santos
e da Juréia, anestesiados com solugcdo de 6leo de cravo e o sangue coletado
através da incisdo do pedunculo caudal (Santos) e pelas branquias (Juréia), e
armazenado em tubos identificados contendo anticoagulante EDTA. Os peixes
foram levados ao laboratorio para analises posteriores. Foram realizados
hematécrito (Ht), contagem de eritrcitos (Er), calculo do volume corpuscular
meédio (VCM), extensdes sanguineas para verificar micronucleos, formato dos
eritrocitos e para biometria das areas do citoplasma e do nacleo dos eritrdcitos.
Verificou-se diferenca entre os locais, sendo que Santos apresentou maiores
valores de Ht no verédo e Er no inverno, enquanto o VCM foi mais elevado nos
peixes da Juréia em ambas as estacfes do ano. Quanto as biometrias dos
eritrocitos, a area do citoplasma foi, aparentemente, maior nos exemplares de
Santos. O efeito da estacdo do ano néo foi significativo para a biometria da area
do ndcleo, mas o nucleo dos eritrgcitos foi em média maior nos peixes de Santos.
Com isso, conclui-se que as analises dos parametros hematoldgicos podem ser
agregadas a andlises ambientais e toxicoldgicas para auxiliar no diagndstico de
alteracdes nos peixes de acordo com o0 ambiente em que ele vive.

Palavras-Chave: Mugil curema. estuario. parametros hematologicos. biometria

dos eritrocitos. biomarcador.



ABSTRACT

Haematological parameters are useful for the determination of blood
characteristics of fish, since they provide important information about the health
and physical condition of a population or individual, and can act as biomarkers
for environmental monitoring. The objective was to verify if there is difference
between the hematological parameters of Mugil curema in a more polluted
estuary (Santos) and a less polluted (Barra do Una - Juréia) in different seasons.
The 133 copies of Mugil curema were collected in the summer and winter of 2015
in the estuaries of Santos and Juréia, anesthetized with clove oil solution and the
blood collected through the incision caudal peduncle (Santos) and the gills
(Juréia) and stored in labeled tubes containing EDTA anticoagulant. The fish
were taken to the laboratory for further analysis. Hematocrit were performed (Ht),
erythrocyte count (Er), calculating the mean corpuscular volume (MCV), blood
smears to verify micronuclei in erythrocytes format and biometrics areas of the
cytoplasm and nucleus of erythrocytes. It was found differences between sites,
and Santos had higher hematocrit values in summer and in winter Er, while the
VCM was higher in fish of Juréia in both seasons. As for the biometrics of
erythrocytes, the area of the cytoplasm was apparently higher in specimens of
Santos. The effect of the season was not significant for the biometrics of the core
area, but the core of erythrocytes was on average higher in fish of Santos. Thus,
it is concluded that the analysis of hematological parameters can be aggregated
to environmental and toxicological analyzes to assist in the diagnosis of changes
in fish according to the environment in which he lives.

Key Words: Mugil curema. estuary. hematological parameters. biometrics red
blood cells. biomarker.
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1. INTRODUCAO

O sistema circulatorio sanguineo € constituido de vasos sanguineos
(artérias, veias e capilares) e pelo coragdo, 6rgdo responsavel por bombear o
sangue. Nos peixes a circulacdo é um sistema simples que consiste em um
circuito no qual o sangue sai do coracédo pela aorta ventral, segue as branquias
de onde, pelas artérias caroétidas, € levado para a cabeca e pela aorta dorsal
para o resto do corpo, retornando ao coracdo pelo seio venoso e assim
sucessivamente (SCHMIDT-NIELSEN, 2002; ZAVALA-CAMIN, 2004; RANZANI-
PAIVA et al., 2013).

O sangue origina-se principalmente no timo, figado, rim, baco e intestino,
sendo responsavel por levar aos tecidos 0s nutrientes e gases que Sao
importantes para as atividades metabdlicas e hormonios, além de retirar o frivolo
que n&o é Gtil (SATAKE et al., 2009). E um tecido constituido pelo plasma, liquido
gue conduz células responsaveis por diferentes funcbes. O plasma conduz trés
células distintas quanto a suas funcdes: os leucocitos, os trombdcitos e o0s
eritrocitos. Os leucdcitos séo as células de defesa e podem ser utilizados para
avaliar o sistema imunoldgico. Os trombdcitos estdo relacionados com a
coagulacéo sanguinea, com a defesa orgéanica e possuem funcao fagocitaria. Os
eritrocitos sdo as células em maior quantidade na circulacdo sanguinea, sao
nucleados, transportam oxigénio e gas carbdnico e, quando ndo sdo mais
funcionais, séo retirados da circulacdo sanguinea pelo baco (ZAVALA-CAMIN,
2004; SATAKE et al., 2009; DRUMOND et al., 2010).

Os parametros hematologicos sdo Uteis para a determinacdo de
caracteristicas sanguineas dos peixes, pois propiciam importantes informacdes
sobre a saude e as condicdes fisicas de uma populacao ou individuo, bem como
podem atuar como biomarcadores para o monitoramento ambiental (AZEVEDO
et al.,, 2006; FRANCA et al., 2007; SERIANI et al.,, 2013). Os valores
correspondentes ao estado saudavel dos peixes podem demonstrar notaveis
informacgdes para o prognostico e diagnostico de condigcbes morbidas de uma
populacdo ou individuo, auxiliando assim, a identificagcdo de enfermidades ou
estresse (ISHIKAWA et al., 2008; DRUMOND et al., 2010).
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Peixes expostos a pesticidas, elementos tracos e efluentes contaminados
apresentam alteragfes hematoldgicas tanto em campo quanto em laboratorio
(SERIANI et al., 2013). Avaliacdes dos parametros hematologicos em diferentes
condi¢cdes ambientais e de influéncias antrdpicas foram realizadas por Saad et
al. (1973) com Tilapia zilli, Sahan et al. (2007), para Anguilla anguilla, Ranzani-
Paiva et al. (1997) para Mugil platanus, Jerénimo et al. (2009) para Pimelodus
maculatus, Seriani et al. (2010) para Micropogonias furnieri e Seriani et al. (2013)
para Centropomus parallelus.

Além dos parametros hematologicos, outros métodos estdo sendo
utilizados para avaliar a qualidade ambiental, como os biomarcadores que
indicam em termos celulares ou bioquimicos a presenca de contaminantes ou a
resposta do organismo a partir da medicéo de seus fluidos corporais, teciduais
ou celulares. Modificacdes na integridade do DNA sao as primeiras observacdes
NOS organismos ao serem expostos a produtos quimicos genotéxicos (SANTOS,
2009).

Os danos genotoxicos podem ser detectados pelo teste do micronucleo.
Os microndcleos sdo massas de cromatina oriundas de fragmentos de
Cromossomos ou cromossomos inteiros (RIVEIRO, 2007). E o teste in vivo mais
usado para detectar agentes clastogénicos (quebram cromossomos) e
aneugénicos (induzem a segregacao cromossémica anormal ou aneuploidia)
(RIBEIRO et al., 2003). Os micronucleos podem ser observados nas células
descendentes em decorréncia de danos que ocorreram nas células parentais.
Séo formados a partir da condensagdo dos cromossomos acéntricos (0s
fragmentos de cromossomos) e/ou de cromossomos inteiros que acabam nao
migrando para os polos dos fusos mitoticos na mitose. Os micronucleos sao
formados na telofase com o envolvimento do material genético por uma
membrana nuclear (PORTO, 2009; MARTINS et al., 2010).

O teste do micronucleo também tem sido utilizado em peixes como um
indicador de poluicdo, para avaliar a contaminacéo e os efeitos causados pelos
poluentes nos ecossistemas aquaticos, sendo considerados assim organismos
viaveis ao monitoramento ambiental (OOST et al., 2003; PORTO, 2009;
KIRSCHBAUM et al., 2009; MARTINS et al., 2010).
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O ambiente influencia o perfil sanguineo do peixe e vem sendo usado para
monitorar as respostas a uma situacédo de estresse. O estresse causado por
hipoxia, por exemplo, diminui a taxa de desenvolvimento e crescimento, causa
mudancas morfologicas, alteracdes no comportamento e ampla variedade de
ajustes fisiologicos e metabdlicos em diversas etapas do ciclo de vida do peixe
(MELO, 2008).

Quando ha alteragBes nos parametros sanguineos, como contagem de
eritrocitos e hematdcrito, resultando em diminuic&o nos valores, estes podem ser
usados como indicativos de anemia, o que pode levar ao agravamento do estado
de saude do peixe (MELO, 2008). Segundo Lopes (2007), anemias
hemorragicas e perdas sanguineas podem ser agudas devido a traumas,
hipovitaminose K, desordens da coagulacdo, e crbnicas devido a acao
parasitaria, trombocitopenias e lesdes gastrointestinais. Destruicdo dos
eritrécitos de maneira acelerada pode ser ocasionada por parasitos sanguineos,
bactérias, virus, doencas metabdlicas e intoxicacdo. O volume corpuscular
médio esta relacionado com o fluxo sanguineo e a dindmica cardiaca (SILVA et
al., 2012).

Segundo Silva et al. (2012) oscilacbes dos valores dos parametros
hematoldgicos em peixes séo influenciados pelo oxigénio dissolvido, salinidade,
temperatura, pH, estresse, ciclo sazonal e fatores enddgenos (sexo e estadio de
maturacdo gonadal), doencas e estado nutricional.

Além das alteracdes relacionadas as variaveis abitticas e a qualidade da
agua, podem ocorrer mudancas nos parametros. Em Oxydoras niger, uma
espécie de bagre Doradidae consumida por populacdes ha Amazénia brasileira,
houve aumento no volume corpuscular médio, porém queda na quantidade de
eritrocitos e hematocrito em peixes parasitados, o que pode levar a anemia,
devido a hemorragia, causada pela influéncia do parasito (SANTOS &
TAVARES-DIAS, 2010).

O parati Mugil curema Valenciennes, 1836, pertence a ordem
Mugiliformes, familia Mugilidae, sendo a espécie mais comum da familia no litoral
brasileiro. Realiza migracfes entre estuarios, lagoas costeiras e 0 mar em aguas
subtropicais e tropicais de todo o mundo. No continente americano ocorre desde
Cape Code (EUA) até o sul do Brasil (Oceano Atlantico), e do Golfo da Califérnia

até o norte do Chile (Oceano Pacifico). Os adultos habitam preferencialmente
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regides estuarinas com fundo lodoso e se alimentam de detritos organicos e
pequenos materiais particulados. Os juvenis sdo encontrados em praias
arenosas, proximo a desembocadura de rios, onde se alimentam de plancton
(MENEZES & FIGUEIREDO, 1985; FERREIRA, 1989; THOMPSON, 1997;
FRANCO , 1999; FERNANDEZ, 2011).

Mugil curema apresenta como caracteristicas o corpo prateado, com a
parte superior mais escura, nadadeiras amareladas, sendo a segunda dorsal
enegrecida em sua extremidade, a caudal e as peitorais com pigmentacdo
escura esparsa, aléem de uma mancha escura em sua base. Alcancam no
méaximo 45 cm de comprimento total, porém o mais comum nas capturas sao
individuos em torno de 30 cm de comprimento total (MENEZES &
FIGUEIREDO,1985; MENEZES et al., 2015).

Os estuérios estdo associados a elevado potencial econdmico devido a
complexos industriais, crescimento de cidades e a instalagbes de portos que
encontram nessa regido uma interface com o continente. A polui¢éo faz parte da
realidade atual devido a modernizacdo e ao crescimento dessas regides,
contribuindo assim para a liberacdo de uma grande quantidade de poluentes
para os corpos de agua (SANTOS, 2009). Os indices hematol6gicos vém sendo
utilizados para avaliacdo da qualidade ambiental, especialmente das espécies
gue vivem em ambientes estuarino e marinho, a fim de compreender como
respondem aos contaminantes antropicos e alteracdes das condicbes de
qualidade ambiental. Assim, no presente estudo buscou-se responder as
perguntas: Os parametros hematolégicos sofrem alteracdes de acordo com a
poluicdo em diferentes ambientes? Quanto a sazonalidade pode influenciar
estes parametros? Micronlcleo e anomalias celulares estdo presentes em

peixes de ambientes poluidos e n&do poluidos?
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2. OBJETIVO

Verificar se existem diferencas nos parametros hematologicos, presenca
de micronucleo e anomalidades celulares de Mugil curema entre um estuario
mais poluido (Santos) e outro menos poluido (Barra do Una — Juréia) no veréo e

inverno de 2015.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Areas de estudo

Os exemplares de Mugil curema (Figura 1) foram amostrados nos
estuarios de Santos — SP (Santos) e da Unidade de Conservacdo do Mosaico
Juréia — Itatins — SP — Reserva de Desenvolvimento Sustentavel (RDS) - Barra
do Una, o que denominaremos como Juréia ao longo do trabalho (Figura 2).

Figura 1. Mugil curema (Mugiliformes: Mugilidae).

A-‘— T
Byo*

Baia de Santos

Oceano Atlantico

$.20a72

S.¥Cte

3.9%:k2

47°05'W 47°00'W

Figura 2: Areas de estudo com os respectivos pontos de coletas de Mugil curema nos
estuérios de Santos (A) e da Juréia (B).
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O estuario de Santos possui, aproximadamente, 15 km de extenséo e a
principal atividade desenvolvida nessa area é referente ao porto de Santos, que
ocupa cerca de 7 milhdes de m2. O estuario recebe drenagem dos municipios de
Santos, Cubatdo e Séo Vicente, além do Canal de Bertioga (CETESB, 2014).

O porto de Santos, desde a década de 50, vem sofrendo com o
lancamento de poluentes das industrias metallrgicas, de fertilizantes e
petroquimicas localizadas na cidade de Cubatéo. Esses poluentes sempre foram
lancados na regido sem um programa adequado do controle de emisséo, o que
levou ao processo de degradacdo ambiental intenso. Estudos demonstram a
presenca de alguns elementos tragos e compostos organicos em concentragoes
elevadas no sedimento e nos organismos aquaticos (VIRGA et al., 2007). O
estuario de Santos apresenta os nutrientes fésforo, boro e parametros
microbiolégicos (coliformes termotolerantes e enterococos) em quantidades
acima dos padrdes de qualidade, alteracdes na qualidade da agua e baixos
niveis de oxigénio dissolvido. O sedimento & arenoso e testes ecotoxicol6gicos
indicam péssima qualidade do mesmo nesta regido, resultando na classificacdo
deste estuario como "ruim e péssimo” (CETESB, 2014). Assim, para o presente

estudo esta regido sera considerada poluida (Figura 3).

Figura 3: Estuério de Santos.

A Unidade de Conservacdo do Mosaico Juréia—Itatins — SP — Reserva de
Desenvolvimento Sustentavel (RDS), abrange parte dos municipios de ltariri,
Iguape, Peruibe e Miracatu, porém sua maior extensdo esta no municipio de
Iguape (SOUZA & SOUZA, 2004). A Barra do Una localiza-se a 25 km de
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Peruibe (SP), esta situada entre o Maci¢co do Panapua e o rio Una do Prelado.
Seu acesso da-se pelas estradas do Guarau (7 km de estrada asfaltada) e da
Barra do Una (18 km de estrada de terra) (SECRETARIA DO MEIO AMBIENTE,
2012). O estuario do rio Una do Prelado € constituido por sedimento
predominantemente arenoso, seguido por silte e argila. As concentracfes de
nutrientes ndo sao elevadas e os indicadores de poluigéo fecal sédo baixos. A
densidade de Clostridium perfringens, bactéria que causa enterite necrotica e
septicemia aliada a pequena quantidade de coliforme termotolerante, indica
poluicdo fecal remota, e a andlise ecotoxicoldgica indica 6tima qualidade de
sedimento (MURRAY et al., 2014). Este estuario foi classificado como “bom”
segundo o Relatdrio de Aguas Superficiais de 2012 da CETESB e assim, sera

considerado como controle no presente estudo (Figura 4).

Figura 4: Estuéario do rio Una do Prelado, Juréia.

3.2 Coleta dos animais e amostra bioldgica

A espécie Mugil curema foi selecionada para o presente estudo, pois ha
relativamente poucos trabalhos sobre sua biologia e ecologia, destacando-se a
recente revisao taxondmica do género Mugil (MENEZES et al., 2015). Adaptam-
se muito bem as altera¢gBes de salinidade e temperatura, pois passam a maior
parte de seu ciclo de vida nos estuarios, percorrem toda a coluna d’agua e
possuem contato direto com o sedimento (alimentacdo). Além disso, tém
importancia econémica nos dois locais do estudo, sendo um dos recursos mais
consumidos por populacdes caicaras qgue moram nas proximidades de ambos os
estuarios (Santos e Juréia).
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Os peixes foram amostrados em fevereiro (n=35) e junho (n=31) de 2015
no estuario de Santos (23K0369446 / 7346844 UTM), com rede de espera, malha
de 7 cm entre nds opostos. No estuario da Barra do Una (23J0289908 / 7295649
UTM), as coletas foram realizadas em marco (n=35) e junho (n=32) de 2015,
utilizando—se tarrafa, malha de 5 cm entre nds opostos. Imediatamente apés as
capturas os exemplares de M. curema foram anestesiados com 1 a 1,5 mL de
solucdo de oleo de cravo por litro de agua (5 mL de 6leo de cravo + 95 mL de
alcool 96 — 99° GL) (DELBON, 2009; RANZANI-PAIVA et al., 2013), de maneira
a nao sofrerem estresse. O sangue amostrado em Santos foi coletado através
da segmentacao do pedunculo caudal e dos peixes da Juréia pelas branquias. A
diferenca na forma de obtenc&o do sangue entre os lugares foi um procedimento
adotado apdés uma coleta piloto realizada em 2014, na qual néo foi possivel
amostrar o sangue dos exemplares da Juréia através da incisdo do pedunculo
caudal. Retirando-se o0 sangue pelas branquias, obteve-se a quantidade
suficiente para as analises. Posteriormente, foi armazenado em tubos contendo
EDTA, para impedir a agregacao dos trombdcitos, com a identificacdo de cada
exemplar. Os peixes foram colocados em sacos com a mesma identificacdo dos
tubos, armazenados em caixas térmicas contendo gelo e transportados para o
Laboratério de Pesquisas Bioldgicas (LAPEBio) da UNISANTA para andlises
posteriores.

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso
de Animais (CEUA — UNISANTA, 01/2015). O material testemunho encontra-se
depositado na Colecdo Cientifica Regional de Peixes da Regido da Costa da
Mata Atlantica (Baixada Santista) do Acervo Zoolégico da Universidade Santa
Cecilia (AZUSC), sob os registros 4569 e 4570, para Santos e Juréia,

respectivamente.

3.3 Variaveis fisicas e quimicas da agua

Nos mesmos locais de coletas foram tomadas medidas de temperatura
(°C), com um termdmetro e de salinidade, com um refratbmetro éptico. A
profundidade foi mensurada com um ecobatimetro e para o oxigénio dissolvido
foi coletada agua em frasco ambar e mensurado em uma sonda multiparametro

no Laboratorio de Ecotoxicologia da Universidade Santa Cecilia.
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3.4 Andlises laboratoriais

3.4.1. Dados Morfoldgicos
Os peixes foram mensurados quanto ao comprimento padrdo (CP)
utilizando um ictibmetro com precisdo em milimetros (mm), pesados (g) em

balanca analitica com precisdo de 0,01 g, eviscerados e determinado o sexo.

3.4.2. Andlises hematologicas

3.4.2.1 Extensdes Sanguineas

Foram feitas extensdes sanguineas para a contagem dos eritrécitos, para
verificar microndcleos, anomalias celulares e para a biometria dos eritrécitos. Em
seguida a extensdo foi corada utilizando um kit rapido de corante da marca
Renylab®.

As laminas foram observadas em microscépio Optico em aumento de
1000x utilizando 6leo de imerséo, para as analises hematolégicas, e contadas
2000 células para verificar a presenca de microndcleo e anomalias celulares
(SATAKE et al., 2009; PORTO, 2009; MARTINS et al., 2010).

3.4.2.2 Hematdcrito

Os eritrécitos foram analisados pelo método de microhematécrito, que
verifica a proporcao de eritrocitos no sangue em relacdo a quantidade de plasma,
trombadcitos e leucdécitos (GOLDENFARB et al., 1971; RANZANI-PAIVA et al.,
2013). Portanto, utilizou-se um microcapilar heparinizado preenchido em 2/3 de
seu volume total, vedado em uma das extremidades com massa de modelar
atoxica e centrifugado em microcentrifuga por 5 minutos em rotacéo de 12.000
rpm para a leitura em escala propria de microhematocrito. Para este

procedimento foram utilizados trés tubos de microcapilar por individuo.

3.4.2.3 Contagem de eritrécitos

A contagem de eritrocitos em camara de Neubauer foi realizada pelo
método proposto por Ranzani-Paiva et al. (2013). O sangue nos tubos de EDTA
foi homogeneizado e diluido em solucéo fisiologica a 0,65% em uma propor¢ao

de 1:200. Apos essa diluicdo o sangue e o hemodiluente foram homogeneizados
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imediatamente e o procedimento realizado em duplicata em tubos de ensaios
diferentes.

Uma laminula foi fixada nas plataformas da cAmara de Neubauer e os dois
reticulos preenchidos com a diluicio em cada ponta, sempre do mesmo
individuo. Apdés a sedimentacdo dos eritrécitos, foi realizada a leitura em
microscopio 6ptico em aumento de 400x e a contagem realizada no quadrado
central da camara considerando sempre os cinco quadrados pequenos do
reticulo. Calculou-se a média de células puL ' de sangue e o nimero de

eritrécitos (N° de células contadas) foi multiplicado por 10* em mm-3.

3.4.2.4 Volume corpuscular médio (VCM)

Para avaliar o volume dos eritrocitos foi estimado o indice hematimétrico,
atraves do calculo do Volume Corpuscular Médio (VCM) (RANZANI-PAIVA et al.,
2013), dado por:

Hematocrito x 10
VCM: =fL
NUmero de Eritrécitos (x 108uL™)

3.4.2.5 Biometria dos eritrocitos

Foram realizados fotoregistros dos esfregacos sanguineos para a
biometria da area do citoplasma e do nudcleo dos eritrécitos em microscopio
Optico com aumento de 1000x, através do software Image Tool (WILCOX et al.,
2002). Foi tirada uma foto por lamina e mediu-se 10 células por foto, sendo duas
laminas da extensao para cada individuo. Com isso, foram medidas 20 células

por individuo.

3.5 Andlise de Dados

As varia¢des no numero de hematdcrito, contagem de eritrocitos, no valor
de volume corpuscular médio e nas medidas referentes as areas do citoplasma
e do nucleo, entre os dois estuarios e as estacdes do ano (verao e inverno) foram
verificadas por modelos de Analise de Variancia (ANOVA) two-way. Foram
avaliados os pressupostos de normalidade e homogeneidade de variancias e 0s

dados de contagem de eritrocitos e volume corpuscular médio foram
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transformados utilizando raiz quadrada, para atender estes pressupostos (ZAR,

2010). As andlises foram realizadas no software Statistica.
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4. RESULTADOS
Os valores mensurados para as variaveis abioticas no verao e no inverno

sao apresentados na Tabela 1. Observou-se que o Oxigénio Dissolvido foi mais
elevado na Juréia nas duas estacfes do ano de 2015.

Tabela 1: Profundidade (m), Salinidade, Temperatura (°C) e Oxigénio Dissolvido (OD em mgL-
1) obtidos em Santos e na Juréia no verdo e inverno de 2015.

Local Santos Juréia
Esta¢cdo do ano Veréo Inverno Veréo Inverno
Profundidade 15 1,3 0,5 2
Salinidade 18,2 25 18 15
Temperatura 28,8 22 28 20
Oxigénio 1,6 1.4 50 7,1

Dentre os 133 peixes analisados foram coletados 14 fémeas e 49 machos
em Santos e 16 fémeas e 50 machos na Juréia. Para quatro exemplares nao foi
possivel determinar o sexo, trés em Santos e um na Juréia, ambos no inverno.
Os valores médios de comprimento, peso e dos parametros hematolégicos
obtidos em Santos e na Juréia sao apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Média e desvio padrdo do Comprimento padrdo (CP, mm), Peso total em (P, g),
hematocrito (Ht, %), contagem dos eritrocitos (Er em x 10% pL?), volume corpuscular medio
(VCM em fL), area do citoplasma (Area cit em um?) e area do ntcleo (Area nuc em um?) dos

exemplares de Mugil curema amostrados no Verdo e no Inverno, nos estuarios de Santos e
da Juréia.

Local Santos Juréia
Esta¢cdo do ano Veréo Inverno Veréo Inverno
(n=35) (n=31) (n=35) (n=32)
CP 201,2 £+ 14,54 193,06 + 14,21 195,51 + 14,40 181,38 £ 10,66
P 185,39 £ 42,92 166,86 + 24,99 175,89 £ 40,17 148,01 £ 21,26
Ht 19,65 + 3,20 15,87 £ 2,33 13,77 £ 2,66 14,55 £ 1,95
Er 751,9 + 223,86 962,45 + 274,65 225,8 £105,24 258,25+ 82,71
VCM 48,47 + 47,27 18,59 + 7,88 59,86 + 18,91 61,17 + 19,33
Area cit 39,93 + 3,39 40,22 + 4,99 39,84 +£ 4,56 32,97 £ 4,45
Areanuc 5,92 + 0,51 5,66 + 0,58 5,20 + 0,97 5,29 + 0,80
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Foi detectada interacéo significativa entre local e estacdo do ano para as
contagens de Hematdcrito (Tabela 3). Aparentemente, as contagens foram mais
elevadas em Santos, porém a magnitude da diferenca entre Santos e Juréia foi
maior no verao (Figura 5). Adicionalmente, o efeito da estacdo do ano foi maior
para Santos, enquanto na Juréia, o numero médio de Hematdcrito se manteve

relativamente constante entre verao e inverno.

Tabela 3: Resultado da Andlise de variancia para os dados de hematocrito de Mugil curema
entre os locais (Santos e Juréia) e as estacGes do ano (Verdo e Inverno). Soma dos
guadrados (SQ), graus de liberdade (gl), quadrado médio (QM), F e p.

Fontes de Variagdes SQ gl QM F p
Local 430,22 1 430,22 62,209 <0,001
Estacéo 74,87 1 74,87 10,826 0,001
Local * Estacéo 172,86 1 172,86 24,996 <0,001
Residuo 892,12 129 6,92
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Figura 5: Média e intervalo de confianca (95%) dos valores médios de Hematdcrito (%)
de Mugil curema amostrados no Ver&o e no Inverno em Santos e ha Juréia.
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Da mesma forma, houve interacéo significativa entre local e estacdo para
a contagem de eritrocitos (Tabela 4). Os valores foram diferentes entre os locais,
sendo mais elevadas em Santos, principalmente no inverno. Na Juréia as

contagens nas duas estacdes foram muito proximas (Figura 6).

Tabela 4: Resultado da Analise de varidncia para os dados de nimero de eritrocitos
de Mugil curema entre os locais (Santos e Juréia) e as estacBes do ano (Verdo e
Inverno). Soma dos quadrados (SQ), graus de liberdade (gl), quadrado médio (QM), F
ep.

Fontes de Variagdes SQ al QM F p
Local 5714,80 1 5714,80 447,845 <0,001
Estagao 114,09 1 114,09 8,941 0,003
Local * Estag&o 95,61 1 95,61 7,492 0,007
Residuo 1646,13 129 12,76
1200
@ \erdo
1100
O Inverno

1000 | E
900 |

800 |

700 | I

600

Eritrécitos (x 10* pL!)

500

400
300 r
200

100

Santos Juréia

Figura 6: Média e intervalo de confianca (95%) dos valores de numero de Eritrécitos
(x10%uL 1) de Mugil curema amostrados no Ver&o e no Inverno em Santos e na Juréia.
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A interacdo entre local e estacdo foi significativa para o volume
corpuscular médio (Tabela 5). Os valores foram mais elevados na Juréia nas

duas estacdes, mas em Santos o VCM também foi elevado no veréo (Figura 7).

Tabela 5: Resultado da Analise de variancia para os dados de volume corpuscular
médio de Mugil curema entre os locais (Santos e Juréia) e as estacdes do ano (Veréo
e Inverno). Soma dos quadrados (SQ), graus de liberdade (gl), quadrado médio (QM),
Fep.

Fontes de Variacdes SQ gl QM F p
Local 180,083 1 180,083 65,171 <0,001
Estacdo 37,567 1 37,567 13,596 <0,001
Local * Estacgéo 44,880 1 44,880 16,242 <0,001
Residuo 356,456 129 2,763
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Figura7: Média e intervalo de confian¢a (95%) dos valores de volume corpuscular médio
(VCM) (fL) de Mugil curema amostrados no Verao e no Inverno em Santos e na Juréia.
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Os resultados da ANOVA para a area do citoplasma evidenciaram
interacdo significativa entre estagdo e local (Tabela 6). As contagens foram
aparentemente mais elevadas em Santos no verao e no inverno (Figura 8). Na

Juréia o efeito da sazonalidade foi maior no verao (Figura 8).

Tabela 6: Resultado da Analise de variancia para os dados da area do citoplasma de
Mugil curema entre os locais (Santos e Juréia) e as estacdes do ano (Veréo e Inverno).
Soma dos quadrados (SQ), graus de liberdade (gl), quadrado médio (QM), F e p.

Fontes de Variagdes SQ gl QM F p
Local 447,1 1 447,1 23,09 <0,001
Estagao 359,7 1 359,7 18,58 <0,001
Local * Estacéo 425,8 1 425,8 21,99 <0,001
Residuo 2497,2 129 194
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Figura 8: Média e intervalo de confianca (95%) dos valores da Area do citoplasma (um?)
de Mugil curema amostrados no Verdo e no Inverno em Santos e na Juréia.
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N&o houve interacdo entre estacdo do ano e local para a area do nucleo
(F=1,77, p = 0,184). O efeito sazonal nao foi significativo (F = 0,39, p = 0,529),
porém o nucleo foi em média maior nos peixes de Santos (F = 17,73, p < 0,001)
(Tabela 7, Figura 9).

Tabela 7: Resultado da Anédlise de varidncia para os dados da area do nucleo de Mugil
curema entre os locais (Santos e Juréia) e as estacdes do ano (Verdo e Inverno). Soma
dos quadrados (SQ), graus de liberdade (gl), quadrado médio (QM), F e p.

Fontes de Variagdes SQ gl QM F p
Local 10,014 1 10,014 17,730 <0,001
Estacao 0,225 1 0,225 0,398 0,529
Local * Estacéo 1,004 1 1,004 1,778 0,184
Residuo 72,863 129 0,565
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Figura 9: Média e intervalo de confianca (95%) dos valores da Area do nicleo (um?) de
Mugil curema amostrados no Verao e no Inverno em Santos e na Juréia.

Foram contadas 2000 células em cada extensdo sanguinea e nao foram

detectadas anomalias celulares e presenca de micronucleo. Os eritrOcitos
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apresentavam forma elipsoide, com ndcleo central e citoplasma eosinifilico claro
e homogéneo (Figura 10 a e b).

Figura 10b: Extensdo sanguinea dos peixes dos estuarios de Santos(a) e da
Juréia (b).
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5. DISCUSSAO

No presente estudo foram observadas diferencas nos resultados quanto
a sazonalidade e os locais. O estuario de Santos foi considerado como ambiente
poluido, pois sofre com o0s impactos provenientes dos contaminantes das
industrias de Cubatéo e da poluicdo causada pelo porto de Santos e dos esgotos
domésticos (CETESB, 2012). No sedimento desse estuario ha muitos elementos
tracos acumulados principalmente na area mais interna, como por exemplo,
cobre, cromo, niquel, chumbo, zinco, entre outros, todos oriundos das industrias
de Cubatdo, além da presenca de hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (HPA)
(FLYNN et al., 2011). O estuério da Juréia foi considerado como néo poluido por
estar inserido na Unidade de Conservacdao do Mosaico Juréia — Itatins — SP —
Reserva de Desenvolvimento Sustentavel (RDS). Em geral, peixes sujeitos a
baixos niveis de oxigénio apresentam elevados valores de hematdcrito e de
contagem de eritrocitos, para melhorar a eficiéncia no transporte do oxigénio
disponivel na agua (TAVARES-DIAS & MORAES, 2004).

Como esperado para diferentes esta¢des do ano, a temperatura da agua
foi mais elevada no verdo do que no inverno, em ambos os estuarios. No estudo
sobre os impactos da construcdo do porto de Suape sobre a comunidade
fitoplanctbnica no estuario do rio Ipojuca (Pernambuco), Koening, et al. (2002),
encontraram baixos valores de oxigénio dissolvido no periodo seco (0,32 mg/L a
5,53 mg/L) e valores mais elevados na época chuvosa (3,83 mg/L a 5,85 mg/L).
As baixas concentracfes de oxigénio dissolvido no estuario de Santos, podem
estar relacionadas as alteracdes fisicas e quimicas no estuario (HORTELLANI
et al., 2008), geradas pelos impactos e contaminacdes. Na Juréia as
concentragdes de oxigénio dissolvido foram mais elevadas, provavelmente pelo
estuario estar inserido em uma Unidade de Conservacdo e assim sujeito a
menores influéncias de impactos e contamina¢cdes quando comparado ao
estuario de Santos.

Os valores de hematdcrito foram maiores nos peixes do estuario de
Santos, principalmente no verdo, e relativamente constantes entre 0s peixes
analisados nas diferentes estagfes na Juréia. Resultados semelhantes foram

encontrados por Seriani et al. (2013) para Centropomus parallelus, com valores
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de hematdcrito mais elevados nos peixes do estuario de Sao Vicente,
considerado mais impactado do que o de Cananéia. Entre as épocas, da mesma
forma que para Mugil curema, o hematdcrito do robalo foi mais elevado no verao,
provavelmente porque em menores temperaturas da agua, os peixes tendem a
diminuir seu metabolismo, reduzindo assim a producéo de células sanguineas,
refletindo nos menores valores de hematdcrito no inverno (SERIANI et al., 2013).
O hematdcrito também pode mudar decorrente de outras causas, como 0O
aumento da atividade eritropoiética do rim e do baco ocasionadas por estresse,
sendo que a deficiéncia de nutrientes diminui a producdo de trombdcitos,
leucdcitos e eritrocitos (SILVA et al., 2012). Tavares-Dias & Moraes (2004)
ressaltam que as alteragfes nos valores de hematdcrito devido ao estresse
ocasionam hemodilui¢cdo, reduzindo assim o hematdcrito ou hemoconcetracao
pela liberacdo de eritrocitos pelo baco, aumentando o hematocrito. Diversos
trabalhos observaram que valores elevados deste parametro em peixes estao
relacionados a exposicdo a contaminantes, como verificado em Pimelodus
maculatus exposto a detritos contaminados por coliformes totais (JERONIMO et
al., 2009).

O numero de eritrécitos foi diferente entre Santos e Juréia, sendo mais
elevados nos peixes amostrados no inverno em Santos, corroborando os
resultados encontrados por Abujamara et al. (2011) para Micropogonias furnieri
no estuario de Santos, considerado mais impactado quando comparado ao
estuéario do rio Itanhaém, utilizado como controle. Da mesma forma, o nimero
de eritrécitos de Centropomus parallelus foi mais alto nos peixes do verdo e do
inverno no estudrio de Sao Vicente (SERIANI et al., 2013). Peixes que sofrem
com estresse tendem a apresentar maior numero de eritrécitos, porém essas
alteracbes podem estar relacionadas ao mecanismo de adaptacdo dos
organismos, como observado no estudo do perfil hematolégico de Lutjanus
analis capturados em seu ambiente natural e depois criados em tanques-rede
(DOTTA et al., 2015).

Como o numero de eritrocitos esta diretamente ligado ao desempenho
fisioloégico do peixe, as alteracbes nesse parametro pode indicar doencas ou
distarbios de saude. O aumento no numero de eritrécitos € conhecido como
eritrocitose e pode significar proliferagdo das células vermelhas por tecidos

hematopoiéticos ou cancer, enquanto a diminuicdo do numero caracteriza
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anemia (SERIANI et al., 2014). No trabalho foi observado nimero de eritrécitos
mais elevado no estuario de Santos, o0 que relaciona, principalmente, aos efeitos
da poluigdo neste ambiente.

Comparando a quantidade de eritrécitos entre machos e fémeas de tilapia
Oreochromis niloticus, Melo (2008) observou maiores valores em ambos 0s
sexos do grupo com estresse por hipoxia, reforcando que o estresse e niveis
muito baixos de oxigénio dissolvido na agua podem provocar alteracdes
sanguineas em peixes. No presente estudo nao foi possivel comparar os
parametros hematoldgicos entre 0os sexos e os estadios de maturacdo gonadal
devido ao baixo nudmero de fémeas, sendo apenas dois exemplares com
gbnadas maduras, amostradas no verdo em Santos.

O volume corpuscular médio esta relacionado com o fluxo sanguineo e
nos exemplares de M. curema amostrados no estuério de Santos esse parametro
foi mais baixo, principalmente no inverno. Na Juréia as células foram maiores,
mas semelhantes entre as estacdes. O estresse sofrido pelo peixe pode levar &
producao e acao de glicocorticéides no organismo, elevando os niveis de cortisol
no sangue e, com isso, podem ocorrer modificacdes fisiometabdlicas,
observadas por meio do aumento do niumero de eritrdcitos e da diminuicdo dos
valores de volume corpuscular médio (SILVA et al., 2012), como observado no
presente estudo. Da mesma forma para Tilapia zilli amostrados em um rio
poluido na Alexandria, houve diminuicdo no valor de VCM para 0s peixes que
estavam em uma regido do rio com maior descarga de poluentes e que sofriam
de hipdxia, se comparados aos peixes amostrados em areas com maior
concentracdo de oxigénio. Assim, nos peixes do estuario de Santos, onde os
valores de oxigénio foram muito menores do que os registrados na Juréia, as
alteracdes hematologicas observadas podem estar relacionadas ao aumento da
area de absorcao celular e da velocidade no transporte dos gases.

Em relacdo a biometria dos eritrocitos, a area do citoplasma foi maior nos
peixes de Santos nas duas estacdes e na Juréia no verdo. As medidas da area
do nucleo foram, significativamente, diferentes entre os locais, sendo maiores
nos exemplares de M. curema amostrados em Santos. Em Santos, os valores
de oxigénio foram muito baixos tanto no verdo como no inverno e, na Juréia,
registrou-se aumento de 5,0 mgL* no verdo para 7,1 mgL™ no inverno. Estes

resultados parecem indicar que em locais com baixa concentracdo de oxigénio
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sdo necessarias mais células com tamanhos menores, para que haja mais
circulagdo dos gases na corrente sanguinea dos individuos, por haver maior
superficie de contato.

N&o foi observada presenca de micronucleo e anomalias celulares nas
2000 células de Mugil curema analisadas, contrariando o encontrado por Santos
(2009) ao analisar o0 sangue de M. curema nos estuarios de Piacaguera (poluido)
e Bertioga (ndo poluido). O autor encontrou micronucleo nos eritrocitos dos
peixes de Piacaguera, local onde estdo mais expostos a compostos mutagénicos
em comparacao com o canal de Bertioga.

Todos os parametros sanguineos avaliados nesse estudo apresentaram-
se diferentes entre os estuarios de Santos (poluido) e da Juréia (controle),
corroborando os resultados obtidos por Amado et al. (2006), Jerdénimo et al.
(2009), Seriani et al. (2010), Abujamara et al. (2011), Seriani et al. (2013), que
observaram alteragdes entre ambientes considerados poluidos e preservados.
Com isso, ressalta-se que 0s parametros hematoldgicos podem ser usados
como biomarcadores para o diagnodstico de estresse animal e alteracdes
ambientais causadas por poluicdo e/ou influéncias antropicas. Estudos futuros
que considerem as avaliacdes da séria branca, bem como comparacdes entre
machos e fémeas em diferentes estadios de maturacdo gonadal, poderdo
contribuir para pesquisas do uso dos parametros hematolégicos como
biomarcadores, visando gerar subsidios para estudos de conservacdo das

espécies e dos ambientes.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O Mugil curema apresentou-se como um bom bioindicador na avaliacédo
dos parametros sanguineos, devido a sua ampla distribuicdo e abundancia nos
estuarios tropicais. Os estuarios estudados possuem caracteristicas diferentes
quanto aos impactos ambientais, sendo o de Santos considerado poluido, devido
aos efluentes das industrias de Cubatéo, Porto e outras atividades antrépicas,
enquanto o da Juréia foi considerado como controle e esta inserido em uma
Unidade de Conservacéo, Reserva de Desenvolvimento Sustentavel da Barra do
Una.

Os valores de hematdécrito se apresentaram mais elevados nos peixes de
Santos e no verdo, enquanto os valores do namero de eritrécitos foram mais
elevados nos peixes no inverno. Os exemplares da Juréia apresentaram valores
mais baixos que os de Santos para esses parametros. O volume corpuscular
médio foi mais elevado nos peixes da Juréia e nas duas esta¢des do ano. Quanto
as biometrias, a area do citoplasma foi aparentemente maior nos peixes de
Santos para ambas as estacfes. Contudo, a area do ndcleo foi significativamente
maior em M. curema coletados em Santos, ndo diferindo sazonalmente.

Embora alguns estudos tenham encontrado microndcleo em peixes
amostrados em locais mais poluidos, ndo foram registrados nos estuarios aqui
estudados, bem como as células apresentaram-se com aspecto normal.

Com isso, conclui-se que as andlises dos parametros hematologicas
podem ser agregadas a andlises ambientais e toxicol6gicas para auxiliar no
diagnéstico de alteracfes nos peixes de acordo com o habitat, além de gerar

subsidios para estudos de conservacao das espécies e dos ambientes.
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