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RESUMO

A hematologia em peixes pode ser considerada um sensivel biomarcador de
poluicdo aquatica, sendo uma importante ferramenta para o diagnostico
ambiental de areas altamente impactadas como o Estuario Santos-Sao Vicente,
economicamente o mais importante do Brasil. O objetivo deste trabalho foi
estudar as respostas hematoldgicas de tilapias do Nilo, Oreochromis niloticus,
expostas experimentalmente a agua do estuario Santos-Séao Vicente, verificando
a dependéncia com relacdo ao tempo de exposi¢cao, bem como a efetividade das
alteracdes nos eritrocitos e leucocitos como biomarcadores ambientais. Para
tanto, 0s peixes permaneceram em aquarios individuais com agua do estuario e
com seu respectivo controle (agua declorada e com salinidade semelhante a do
local) por 72 e 120 horas, quando foram anestesiados e tomadas as amostras
de sangue por puncao da veia caudal para determinacdo de eritrécitos totais,
hemoglobina, hematdcrito, indices hematimétricos, os leucocitos totais e a
quantificacdo de seus tipos celulares por extensfées sanguineas. O efeito da
poluicdo e do tempo de exposicdo sobre as variaveis hematologicas foram
analisados por Andlise de Variancia Multivariada de dois fatores. A exposicao
por 72 horas promoveu a imunossupressado caracterizada pela reducdo do
namero de neutréfilos, mondcitos e linfécitos na corrente sanguinea, enquanto
que, apds 120 horas, houve a estimulacdo do sistema imune com o incremento
de todos os tipos celulares de leucdcitos. A exposicdo a agua do estuério
resultou em profundas alteracfes na contagem de leucécitos de O. niloticus,
demostrando que esses tipos celulares sdo biomarcadores mais sensiveis a
poluentes do que os eritrocitos.

Palavras-chave: biomarcador. estuario. hematologia. indices hematimétricos.
monitoramento ambiental. peixe.



ABSTRACT

Hematology in fish can be considered a sensitive biomarker of aquatic pollution,
being an important tool for the environmental diagnosis of highly impacted areas
such as the Santos-S&o Vicente Estuary, economically the most important in
Brazil. The objective of this work was to study the hematological responses of
Nile tilapia, Oreochromis niloticus, experimentally exposed to the water of the
Santos-Sao Vicente estuary, verifying the dependence on exposure time, as well
as the effectiveness of alterations in erythrocytes and leukocytes as
environmental biomarkers. To do so, the fish remained in individual aquaria with
estuarine water and their respective control (dechlorinated water and salinity
similar to the local one) for 72 and 120 hours, when they were anesthetized and
blood samples were taken by puncturing of the caudal vein to determination of
total erythrocytes, hemoglobin, hematocrit, hematimetric indexes, total
leukocytes and the quantification of their cell types by blood extensions. The
effect of pollution and exposure time on hematological variables were analyzed
by Multivariate Analysis of Two Factors. Exposure for 72 hours promoted
immunosuppression characterized by the reduction of the number of neutrophils,
monocytes and lymphocytes in the bloodstream, whereas, after 120 hours, the
immune system was stimulated with the increase of all leukocyte cell types.
Exposure to polluted water resulted in profound changes in the leukocyte count
of O. niloticus, demonstrating that these cell types are biomarkers more sensitive
to pollutants than erythrocytes.

Keywords: biomarker. estuary. hematology. hematimetric indexes.
environmental monitoring. fish.
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INTRODUCAO

Nos ecossistemas aqudticos, a qualidade da agua esta intimamente
ligada a saude dos peixes e, consequentemente, de todo o ambiente. Alteracdes
nas caracteristicas fisicas e quimicas da agua, naturais ou antrépicas, como por
exemplo a introducao de poluentes, podem desencadear uma série de respostas
fisiologicas, levando a um desequilibrio na homeostasia do animal (TORT et al.,
2011). Tais alteracbes sdo amplamente utilizadas como biomarcadores (VAN
DER OOST et al., 2003). O entendimento da relacdo causa-efeito entre a acao
de poluentes e as respostas dos peixes propicia um diagndstico rapido e eficiente
sobre impactos ambientais, bem como um progndstico dos possiveis prejuizos
a biodiversidade a longo prazo (VASSEUR e COSSU-LEGUILE, 2003; HAMZA-
CHAFFAI, 2014). Deste modo, definir e validar biomarcadores para a poluicao
aguatica embasa adoc¢ao de medidas mitigadoras por 6rgdos governamentais.

Em diversas espécies de peixes, as alteracdes hematoldgicas
demostraram ser biomarcadores sensiveis a acdo de uma ampla gama de
poluentes (JAVED e USMANI, 2014; AUTHMAN et al., 2015; NAQVI et al., 2016;
YAGHOOBI et al., 2017), e destacam-se por se valer de técnicas simples, de
baixo custo e ndo-letais (SERIANI et al., 2013). Nesse contexto, 0s parametros
sanguineos respondem rapido a exposicao a xenobiodticos (ALWAN et al., 2009),
mesmo em baixas concentracdes (VENTURA et al., 2015). Além disso, ao
perfundir 6rgdos e tecidos, 0 sangue carrega importantes informacdes
fisiolégicas, histologicas, citoldgicas e hormonais evidenciando, assim, uma
resposta sistémica do organismo (CORREA et al., 2017).

As respostas dos parametros hematoldgicos de peixes, tanto a série
vermelha quanto a série branca, tém sido consideradas importantes marcadores
do status da saude dos peixes frente a exposicdo a estressores ambientais.
Testes laboratoriais demonstram que diversos xenobioticos tém potencial
anemizante como cadmio (PAREKH e TANK, 2015), prata (THUMMABANCHA
et al., 2016), toxinas de Escherichia coli (YACOUB et al., 2018) e pesticidas
(HARABAWY et al.,, 2014; SARAVANAN et al., 2015). As anemias sao



decorrentes de hemolise acentuada, hemorragia e/ou prejuizos a hematopoese,
sendo que a baixa concentracdo de hemoglobina e o niumero de eritrocitos
reduzem a transferéncia de oxigénio aos tecidos comprometendo suas fungdes
(WITESKA, 2015).

Elementos quimicos com potencial imunotéxico podem causar tanto a
supressao quanto a estimulacdo do sistema imunol6gico, modificando a duragéo
ou especificidade das respostas imunes (BURNS et al., 1996). A apoptose
celular (SCHREK e TORT, 2016), depresséao de centros leucopoéticos (SERIANI
et al., 2011) e mobilizacdo dos leucécitos da corrente sanguinea para tecidos
danificados (SALEH e MARIE, 2016; SILVA et al., 2018) podem justificar a
imunossupressao observada em peixes expostos a xenobidticos como o
pesticida diazinon (ALISHAHI et al.,, 2016), chumbo, cobre, cadmio e zinco
(WITESKA, 2005). Essa condicdo torna o0s animais imunologicamente
vulneraveis a infec¢cdes e doencas (YADA e TORT, 2016). Por outro lado, a
leucocitose também ja foi observada em peixes expostos a lindano
(SARAVANAN et al., 2011) e selénio (SERIANI et al., 2012). Assim, a
determinacdo das respostas imunes a estressores antropicos depende das
caracteristicas do agente estressor, da concentracdo e do tempo de exposi¢ao
(TORT, 2011).

A sensibilidade das respostas hematoldgicas é espécie-especifica
(OSMAM et al., 2018), de modo que a escolha da espécie alvo € determinante
na efetividade dos biomarcadores hematolégicos. Dentre as espécies de peixes
mais estudadas como organismos teste, a tilapia do Nilo Oreochromis niloticus
(LINNAEUS, 1758) destaca-se com resultados satisfatorios (OSMAN, 2012;
BAIOMY, 2016; NDIMELE et al., 2017). Biomarcadores hematolégicos de O.
niloticus mostraram-se mais sensiveis do que de Clarias gariepinus, por
exemplo, quando foram comparados animais coletados de uma area poluida do
Rio Nilo e uma area a montante desta (OSMAN et al., 2018). Adicionalmente, O.
niloticus apresenta valores de referéncia e tipos celulares sanguineos bem
descritos na literatura (UEDA et al., 1997; 2001).

A regido do estuario de Santos-Sao Vicente € uma area intensamente
antropizada que recebe o aporte de efluentes industriais, portuarios, domésticos
in natura provenientes de moradias irregulares do tipo palafitas e chorume de

lixdes desativados (CETESB, 2017). Adicionalmente, a renovagdo das aguas



pela oscilacdo das marés dessa regido é lenta (ROVERSI et al.,, 2016),
favorecendo o acumulo de residuos sélidos (FERDINANDO et al., 2016), a
retencdo dos contaminantes por longos periodos e a sua agregagdo nas
particulas finas do sedimento (CETESB, 2017). Nesta area foi registrada a
presenca de fésforo, nitrogénio, carbono organico e enterococos em quantidades
acima do preconizado pela legislacdo ambiental brasileira (CONAMA, 2005),
além de metais como arsénio, cobre e mercurio, e hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAs), evidenciando a baixa qualidade das aguas e sedimentos
(CETESB, 2017; CAPPARELLI et al., 2019). Estudos tém evidenciado que a
presenca de poluentes na regido do Estuério de Santos-Sao Vicente pode
promover marcadas alteracdes nos parametros hematolégicos de diferentes
espécies de peixes, sendo esses efeitos fortemente relacionados a variacfes
sazonais na qualidade da agua (SERIANI et al., 2013; PRADO et al., 2015). Em
exemplares de robalo-peva (Centropomus paralellus) foi observado a reducéo
do hematdcrito, do volume corpuscular médio (VCM), da contagem de leucdcitos
e na proporcdo de trombdcitos dos animais coletados no inverno, em
comparacao aos peixes amostrados no verdo (SERIANI et al., 2013). Por outro
lado, uma forte reducdo na porcentagem de linfocitos aliada a um aumento na
quantidade de neutréfilos foi reportado para o linguado (Achirus lineatus) no
inverno, em relacéo aos peixes coletados no verdo (PRADO et al., 2015).
Nesse contexto, embora os parametros hematolégicos de peixes venham
sendo utilizados como biomarcadores para o monitoramento ambiental, os
efeitos agudos da exposicdo a &gua do estuario sobre as respostas
hematoldgicas, bem como suas implicacées para o status de saude dos animais
no ambiente natural, permanecem incertos. Assim, nds utilizamos a espécie
modelo O. niloticus para testar se alteracbes nos parametros hematolégicos
frente a exposicdo aguda a agua do Estuario de Santos-Sao Vicente sao
dependentes do tempo de exposicdo, contribuindo para a validacdo dessas

respostas como biomarcadores de contaminagdo ambiental na regiao.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo



A agua utilizada no experimento foi proveniente do Largo da Pompeba, no
municipio de Sao Vicente (23°55'45”S, 46° 23'16”W) (Figura 1), caracterizada
por ser uma area de manguezal com ocupacao urbana desordenada.

A margem direita do Canal de S&o Vicente € mais preservada, composta
por manguezais. Em contrapartida a margem esquerda, é densamente ocupada
por habitacdes desprovidas de esgotamento sanitario, sendo o efluente bruto
despejado no rio. Desde a década de 50, nessa mesma margem funcionou um
lixdo, atualmente desativado. Adicionalmente, no canal desaguam o0s rios
Perequé, Piacaguera e Casqueiro da regido estuarina de Cubatao, reconhecida
por ser um grande polo industrial da Baixada Santista. As margens de ambos os
rios sdo ocupadas por habitacdes desprovidas de esgotamento sanitario, sendo
o efluente bruto despejado no rio (CETESB, 2017). Dados da Companhia
Ambiental do Estado de Sao Paulo (CETESB), 6rgao publico responséavel pelo
monitoramento e fiscalizacdo ambiental, indicam a presenca de fésforo,
nitrogénio, carbono organico e enterococos em quantidades acima do
preconizado pela legislacdo ambiental brasileira (CONAMA, 2005), metais como
arsénio, cobre e mercurio e hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (HPAS),

evidenciando a baixa qualidade das aguas e sedimentos (CETESB, 2017).
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Figura 1. Estuario Santos-S&o Vicente com destaque para o ponto de coleta da 4gua e
seu entorno.

Delineamento experimental

Durante a maré baixa, trezentos litros de agua foram coletados,
acondicionados em bombonas de 50 litros e transferidos para Laboratério de
Biologia, Ecologia e Fisiologia de Organismos Aquaticos da Universidade
Estadual Paulista (UNESP), campus Sao Vicente, onde os experimentos foram
conduzidos. Todos os procedimentos realizados neste trabalho foram aprovados
pelo do Comité de Etica no Uso Animal da Unesp — SV (protocolo n°
09/2018_CEUA IB/CLP).

Para o ensaio bioldgico, foram utilizados 28 juvenis de tilapia do Nilo
Oreochromis niloticus (linhagem vermelha) de ambos os sexos, adquiridos de
piscicultura comercial. Antes do inicio do experimento, os peixes foram
aclimatados em agua salinizada a 20 ppt (salinidade correspondente a da area
de estudo), sendo que a salinizagdo da 4gua doce ocorreu gradualmente, 5 ppt
a cada 48 horas, até 20 ppt, onde permaneceram por sete dias. ApOs esse

periodo, foi realizada uma biometria inicial (peso meédio de 77+25 g e



comprimento total 16+1,6 cm) e, entdo, cada animal foi transferido para seu
aquéario (12L) experimental onde permaneceram por mais 24 horas.

Foram realizados dois experimentos em que os peixes foram mantidos
por 72 ou 120 horas em agua proveniente do estuario, enquanto seus
respectivos controles mantidos em agua declorada e salinizada a 20 ppt. Cada
animal foi mantido em um aquério individual, e cada aquério representou uma
unidade experimental. Os aquarios permaneceram com aeragao e temperatura
constantes (28 £ 1 °C) e fotoperiodo 12D: 12L e 10% do volume da agua foi
renovada a cada trés dias, obedecendo o grupo experimental que pertencia. Os
animais ndo foram alimentados durante o periodo experimental.

Apbés 72 ou 120 horas de exposicao, os peixes foram coletados e
anestesiados em solucao de 6leo de cravo 5% (RANZANI-PAIVA et al., 2013)
para coleta de sangue via puncédo da veia caudal. Imediatamente apds a coleta,
foram confeccionados os esfregagos sanguineos pela distensdo de uma gota de
sangue sobre a lamina e as amostras de sangue foram armazenadas em tubos

heparinizados devidamente identificados.
Analise dos parametros sanguineos

As contagens total e diferencial dos leucécitos foram realizadas por meio
dos esfregacos sanguineos, que foram corados com pandético rapido e
analisados sob microscoépio éptico na objetiva de imersao (X100).

Os leucdécitos totais (WBC) foram quantificados pelo método indireto, em
gue sdo contados os leucécitos (WB) encontrados entre aproximadamente 2000
eritrocitos, e estimados pela relacdo do numero de eritrécitos totais (RBC)
obtidos na Camara de Newbauer (HRUBEC e SMITH, 1998), conforme a

equacao:

WB x RBC

WBC = =500

Para contagem diferencial dos leucocitos foram classificados 100
leucocitos de acordo com suas caracteristicas citoloégicas e determinada a

porcentagem de neutrofilos, linfocitos, mondcitos, eosinofilos e baséfilos (DAVIS



et al., 2008; SHARMA et al., 2015). Os tipos leucocitarios foram quantificados
relacionando os valores percentuais com o valor total de leucocitos. A razao
entre o numero de neutrofilos e linfécitos também foi calculada para cada
tratamento (DAVIS et al., 2008).

A contagem de eritrécitos totais (RBC) foi realizada em camara de
Newbauer apo6s diluicdo na propor¢cdo 1:200 em soro fisiolégico 0,65%
(RANZANI-PAIVA et al., 2013), acrescido de azul de cresil brilhante. Os valores
do hematocrito (Ht) e hemoglobina (Hb) foram determinados em analisador
automatico (KX-21N, Sysmex). Os indices hematimétricos volume corpuscular
médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM) foram calculados de acordo com
Wintrobe (1934):

Hematdcrito x 10

VCM =
Numero de Eritrocitos (x 106uL-1)
HCM = Taxa de Hemoglobina x 10
~ Numero de Eritrécitos (x 106pL1)
Taxa de Hemoglobina x 100
CHMC =

Hematodcrito

Andalise de dados

Para testar o efeito da exposi¢cdo a agua do estuério (4;) e do tempo de
exposicéo (B;) sobre o conjunto de m variaveis hematolégicas (V;jx,) em O.
niloticus, realizamos uma Andlise de Variancia Multivariada de dois fatores (two-

way-MANOVA) segundo o modelo:

Yijkm = u+ A; + B; + ABjj + €;jkm

Caso a exposicdo a agua do estuario promova um efeito sobre as
variaveis hematologicas, em comparag¢do aos animais do grupo controle (i.e.,
agua limpa declorada), estes efeitos podem depender do tempo de exposi¢do

(i.e., 72 ou 120h). Na hipdtese de ndo haver interagdo entre o tempo e a



exposicao a agua do estuario, esperamos diferencas significativas nas respostas
hematoldgicas entre os animais controle e 0os expostos a agua do estudrio,
porém néo significativa para o tempo de exposicdo. Por outro lado, na hipétese
de interacdo entre os dois niveis de tratamento, a diferenca entre os animais
controle e expostos a agua do estuario seriam tempo dependentes, configurando
um efeito significativo do termo de interagao (AB;;) na MANOVA.

A MANOVA ¢ indicada no caso em que o0 objetivo seja testar o efeito
global dos tratamentos sobre um conjunto de variaveis resposta. Os niveis dos
tratamentos sdo comparados em funcéo do vetor de médias multivariadas do
conjunto de variaveis. A MANOVA é preferivel ao uso de andlises de variancia
(ANOVA) univariadas quando ha correlacdo entre as variaveis resposta. Neste
caso, a chance de incorrer no erro tipo | (detectar erroneamente um efeito em
gualquer umas das variaveis) € menor na MANOVA.

Como nao foram atendidos os pressupostos de normalidade multivariada,
os efeitos dos tratamentos e da interacdo foram testados por meio de
permutacdo (9999 randomizacgdes). O pressuposto de homogeneidade da matriz
de variancia-covariancia foi testado pela fungdo betadisper (OKSANEN et al.,
2018). Fizemos uma andlise de componentes principais (PCA) e analises de

variancia individuais para detalhar os efeitos globais observados na MANOVA.

Resultados

As respostas hematoldgicas a exposicdo a agua do estuario foram
predominantes nos leucogramas (Tabela 1). Nas primeiras 72h de exposicéo
verificou-se uma reducéo significativa de cerca de 55%, 38% e 35% na contagem
de mondcitos, neutrofilos e leucocitos totais (WBC) dos peixes expostos a agua
do estuario, em comparacao ao grupo controle, respectivamente. Por outro lado,
verificou-se um aumento significativo do numero de leucdcitos totais nos
exemplares de O. niloticus apdés 120h de exposicdo a agua do estuario,
caracterizado pelo incremento nos tipos celulares de linfécitos, neutrdfilos,
mondcitos e eosinofilos em relagcdo ao grupo controle (Tabela 1). Basofilos foram
observados em apenas um individuo de cada grupo estudado e, portanto, ndo

incluidos nas anadlises. O eritrograma de O. niloticus ndo apresentou alteracdes



significativas em nenhuma das variaveis avaliadas entre os animais expostos a
agua do estuario e o grupo controle (Tabela 2).

Tabela 1. Valores médios (tDP, n=7) para os parametros do leucograma (WBC,
neutrofilos, linfocitos, monécitos, eosinofilo e N:L) de Oreochromis niloticus expostos a
agua do estuario por 72h e 120h e seus respectivos controles.

72 h 120 h
Parametros Agua Agua do Agua Agua do
declorada estuario declorada estuario
WBC
17.9645.3A 11.67+3.7B 11.00+2.9b 30.37+10.7a
(103 mLY)
Neutréfilos

7.74+2 5A 4.73+1.3B 3.96+1.7bB 10.57+5.8a
(103 mLY)

Linfécitos
8.59+2.6A 6.12+2.1A 6.20+1.3b 17.25+5.3a
(103 mL™Y)

Monécitos
1.34+0.8A 0.60+0.4B 0.60+0.6b 2.13+1.2a
(103 mL)
Eosino6filos
0.25+0.4A 0.22+0.2A 0.23+0.1b 0.42+0.2a
(103 mL)
N:L 0.90+0.2A 0.79+ 0.1A 0.65 +0.3a 0.60+0.2a

Médias seguidas por letras iguais na horizontal (mailsculas para 72 horas e mindsculas para
120 horas) ndo diferem estatisticamente entre si (p>0,05), quando comparadas entre o
tratamento e seu respectivo controle.
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Tabela 2. Valores médios (xDP, n=7) para os parametros do eritrograma (RBC,
hemoglobina, VCM, HCM e CHCM) de Oreochromis niloticus expostos a agua do estuario
por 72h e 120h e seus respectivos controles.

72 h 120 h
Parametros Agua Agua do Agua Agua do
declorada estuario declorada estuario
RBC
1.61+ 0.4A 1.37+0.3A 1.39+0.4a 1.41+0.2a
(106 mL%)
Hemoglobina
9.29+0.9A 9.13+1.2A 9.39+1.0a 10.0+0.9a

(gdL™h)
Hematocrito
(%)

27.86+1.8A 25.86+3.2A 28.71+3.6a 29.71+3.1a

VCM
W) 183.71+43.7A 195.00+46.6A 217.86+59.5a 213.00+38.4a
HCM
©0) 60.57+16.7A  68.86+17.1A 71.00+18.6a 71.86+13.1a
pg
CHCM
(g dLY) 33.29+1.6A 35.14+2.0A 32.86+1.2a 33.71+1.6a

Médias seguidas por letras iguais na horizontal (mailsculas para 72 horas e mindsculas para
120 horas) ndo diferem estatisticamente entre si (p>0,05), quando comparadas entre o
tratamento e seu respectivo controle.

N&o foram detectadas evidéncias de heterogeneidade de variancias entre
0s grupos (p > 0.05) e algumas variaveis foram altamente correlacionadas entre
si (ex. Linfocitos, Neutréfilos e WBC ou Hematocritos, Hemoglobina e RBC). Os
dois primeiros eixos da analise dos componentes principais explicaram 55% da
variabilidade dos dados. As distancias multivariadas entre tratamento e controle
foram evidenciadas ap6s 120h de exposicao, resultando em uma interacdo
significativa entre o tempo e a exposicéo a agua do estuario na MANOVA (F1,21
=4.13; p =0.007). Os resultados sugerem que alteracdes agudas nas respostas
hematoldgicas de peixes expostos a agua do Estuario de Santos-Séo Vicente
ocorrem de forma tempo dependentes, tal como evidenciado pelas respostas da
série branca de O. niloticus apds 120h de exposicao (Figura 2).
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Figura 2: Andlise de componentes principais (PCA) para resposta hematoldgica a
exposicdo a agua do estuério e tempo de exposi¢do. As distdncias multivariadas entre
tratamento e controle séo mais elevadas as 120h (linha vermelha) que as 72h (linha
azul).

DISCUSSAO

As respostas imunes de peixes a estressores dependem diretamente das
caracteristicas quimicas do xenobiético, da intensidade/concentracdo e do
tempo de exposicao (YADA e TORT, 2016). Em nosso experimento, o tempo de
exposicdo mostrou ser condicionante do padrdo de resposta hematologica
observado para O. niloticus quando exposta a 4gua do Estuario de Santos-Séo
Vicente. A discreta imunossupressdo inicial pode estar relacionada com
exposicdo subita a agua do estuario, ativando respostas inespecificas como o
aumento da apoptose, caracteristicas da fase inicial das respostas do sistema
imunologico (SCHRECK e TORT, 2016).
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A leucopenia observada nos exemplares de O. niloticus apés 72h de
exposicdo a agua do estuario deve-se a redugdo do numero de neutrofilos,
monaocitos e linfécitos na corrente sanguinea, resultado diferente da triade
linfopenia, neutrofilia e monocitopenia esperada para uma resposta imunoldgica
aguda (TORT, 2011). De fato, a modulacdo dessa classica resposta ao estresse
agudo esta relacionada a liberacéo de glicorticéides (DAVIS et al., 2008), o que
nao ficou evidente nesse estudo, visto que a auséncia de diferencas
significativas entre a comparacdo da razdo N:L entre 0os grupos controle e
tratamento sugere que ndo haja esta influéncia hormonal. Tal como visto por
Alkarem et al. (1994) para O. niloticus expostas ao niquel, a rapida destruicao
das células, ou a queda na sua producdo, podem resultar na reducao de
linfécitos, neutréfilos e mondcitos no sangue. Além disso, danos teciduais
também podem ser responsaveis pela diminuicdo desses tipos celulares no
sangue devido a sua migracao para os 6rgaos lesados (SALEH e MARIE, 2016;
SILVA et al., 2018).

A imunossupressdo em peixes pode ser causada por diversos
contaminantes aquaticos, como toxinas de Escherichia coli, bactéria presente no
intestino de vertebrados e tipica indicadora de contaminacdo aquatica por esgoto
doméstico (YACOUB et al., 2018), pesticidas (LI et al., 2011), hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (DUNIER e SIWICK, 1993) e metais pesados (WITESKA,
2005; AUTHMAN et al., 2015). Todos esses contaminantes encontram-se
presentes na &rea de estudo provavelmente devido a proximidade do polo
industrial de Cubatéo, a presenca de moradias em palafitas sem esgotamento
sanitario adequado, agravado pelo aprisionamento desses compostos no local
por longos periodos devido a hidrodinamica do estuario (ROVERSI et al., 2016)
e pelo potencial de retencao a particulas xenobioticas dos sedimentos (CETESB,
2017; CAPPARELLI et al., 2019).

Por outro lado, a exposicdo por mais tempo a agua do estuério (120h)
estimulou o sistema imune, aumentando o nimero de leucdcitos e seus tipos
celulares em relacdo ao controle. Resultados semelhantes foram observados por
Seriani et al. (2012) em que O. niloticus com 10 dias de exposi¢éo a diferentes
concentracdes de selénio apresentaram um aumento nos tipos leucocitarios em
comparacao a coleta realizada no terceiro dia. Além disso, exemplares de O.

niloticus coletados em um lago artificial poluido apresentaram aumento no
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namero total de leucdcitos, associado a um aumento nos monaocitos, eosinofilos
e na presenca de anormalidades nucleares eritrociticas (ANE), que foi
acompanhada da reducdo de neutrofilos, linfécitos e dos eritrocitos (SILVA et al.,
2018). A leucocitose também foi observada em peixes coletados em areas
poluidas, em relacdo aos valores de referéncia, como na espécie Arius
thalassinus da Costa do Mar Vermelho de Hodeida, Republica do Iémen (SALEH
e MARIE, 2016), ou em relacdo a uma area pristina como Centropomus
parallelus coletados do Estuario de Santos-S&o Vicente (SERIANI et al., 2013) e
Clarias gariepinus do El-Rahawy Drain, Egito (GABER et al., 2013). Esses
resultados corroboram com o0s observados nesse estudo e demonstram a
viabilidade da realizacdo de testes experimentais com agua poluida de
ambientes altamente impactados.

O aumento significativo do nuamero de neutrofilos indica
desencadeamento de um processo inflamatoério, que é a primeira resposta do
organismo a injuria na tentativa de eliminar patégenos (KUMAR et al., 2004).
Uma das caracteristicas dessa resposta € a presenca de neutréfilos e mondécitos
no sangue (ROWLEY, 1996; XU et al., 2018), principalmente em razdo de sua
capacidade fagocitaria (FANGE, 1992). XU et al. (2018) demonstraram que a
neutrofilia em larvas zebrafish Danio rerio Tg (lysC:DsRed?2) pode ser modulada
por diferentes categorias de poluentes, tais como metais (Hg, Cr, Cu, Cd, Zn e
Pb), desreguladores enddcrinos (17p-estradiol e bisfenol-A), compostos
organico nitrogenados (N-nitrosodietilamina e 4-nitrofenol) e pesticidas
organoclorados (lindano), apés 24 horas de exposicdo. JA a monocitose
observada no presente estudo, pode ser resultado da presenca de esgoto urbano
na agua, tal como visto para O. niloticus coletadas em um reservatorio
degradado com altas concentracbes de matéria organica, proveniente de
efluentes urbanos e escoamento de atividades agricolas (CORREA et al., 2017).

Em geral, a neutrofilia é acompanhada pela reducdo do numero de
linfécitos (DAVIS et al., 2008; TORT, 2011), no entanto, nesse estudo a agua do
estuario promoveu o incremento de linfécitos na corrente sanguinea, podendo
indicar uma condicdo leucémica acompanhada pela degeneracdo celular,
linfécitos imaturos ou células malignas (CLAUSS et al., 2008). Resultados
semelhantes foram observados em O. niloticus expostas a concentracdes sub

letais de selenito de s6dio (Na2SeO3 Sed+) em que a leucocitose também foi
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resultado do aumento do numero de linfécitos, neutrofilos e monaocitos
(RANZANI-PAIVA et al., 2014).

Os eosinodfilos tém um importante papel na fagocitose de parasitas
(LATERATU et al., 2013), e a eosinofilia dos exemplares de O. niloticus apo6s
120 horas de exposicao a agua do estuario indica que a imunossupressao inicial
pode ter propiciado a susceptibilidade a doencas oportunistas (BURNETT,
2005), bem como o possivel rompimento da barreira fisica em virtude dos danos
teciduais. Os basodfilos, por sua vez, sdo elementos celulares raramente
encontrados em peixes (ISHIKAWA et al., 2007; CAZENAVE et al., 2014) e,
portanto, pouco estudados, sendo observados em apenas dois animais nesse
estudo. O custo energético dessas respostas imunes pode interferir nas funcées
vitais do organismo a longo prazo e aumentar a vulnerabilidade dos animais a
patdgenos, 0 que representa alteracbes no crescimento, reproducao,
comportamento (SCHRECK, 2010; SCHRECK e TORT, 2016) e incidéncia de
doencas, podendo resultar no declinio das populag@es de peixes (ARKOOSH et
al., 1998) e, consequentemente, na queda da biodiversidade local.

Estudos tém demonstrado que exposicdo a agua poluida provoca o
desenvolvimento de anemia em peixes, com a diminuicdo nos valores de
hemoglobina, hematdcrito e eritrécitos totais (SERIANI et al., 2010; SALEH e
MARIE, 2016; SILVA et al., 2018). Entretanto, contrariamente dos peixes
coletados in situ, nesse estudo os exemplares de O. niloticus que foram expostos
por 72 e 120h a agua do Estuario de Santos-S&o Vicente ndo apresentaram
quadro anémico. Por serem responsaveis pelo transporte de gases, 0s eritrocitos
de peixes sdo bastantes sensiveis as alterac6es na concentracdo de oxigénio
dissolvido, respondendo compensatoriamente a ambientes hipdxicos
(SWEILUM, 2006; CRUZ et al., 2015), tais como normalmente sdo as aguas
poluidas. Flutuacdes na temperatura também afetam os parametros sanguineos
(SHAHJAHAN et al., 2018), especialmente por influenciar no metabolismo e
atividade de organismos ectotérmicos. A manutencdo da disponibilidade de
oxigénio e o controle da temperatura garantidos pelas condi¢des laboratoriais do
presente estudo podem justificar a auséncia de respostas anémicas.

De fato, fatores ambientais, parasitismo, condi¢éo nutricional (WITESKA,
2015) e tamanho dos animais (SANTOS et al.,, 2016) podem interferir nas

respostas da série vermelha em peixes. Experimentalmente, essas condi¢cdes
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tém menos chances de serem observadas, especialmente em animais
provenientes de piscicultura, como os utilizados neste estudo, em razdo do
fornecimento de racgéo nutricionalmente equilibrada e controle de qualidade da
agua de cultivo. Por outro lado, em ambiente natural, os peixes estdo mais
propicios a alteracfes nesses parametros sanguineos, principalmente em locais
poluidos onde ha queda de imunidade (SCHRECK e TORT, 2016), e escassez
de alimentos pela redugcdo da abundancia de fito e zooplancton (SWEILUM,
2006). Entretanto, recentemente, comprovou-se que os eritrocitos de peixes
expressam genes e respostas relacionados com sistema imune (SHEN et al.,
2018), o que pode abrir novas possibilidades de estudos futuros da fisiologia das
respostas dos eritrocitos e leucécitos e, possivelmente, trazer a luz novos

biomarcadores sanguineos e suas aplicacdes no monitoramento ambiental.

CONCLUSOES

Neste estudo, observamos que a exposicdo aguda de O. niloticus a agua
do Estuario de Santos-Sédo Vicente resultou em profundas alteracdes nas
respostas hematoldgicas dos animais, indicando que a reducao da qualidade da
agua, proveniente da degradacdo e poluicdo ambiental, podem levar ao
comprometimento da saude dos peixes na regido. Nas condi¢des laboratoriais
testadas, as alterac6es no niumero de leucdcitos de O. niloticus mostraram-se
ser biomarcadores mais sensiveis a exposicdo a agua poluida do que os
eritrocitos. Além disso, a leucopenia e leucocitose observadas em O. niloticus
apos 72 e 120h, respectivamente, sugerem um efeito agudo diferencial sobre a
série branca dos animais, sendo esse efeito fortemente dependente do tempo

exposicdo a agua do estuario.
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