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Resumo

Cerca de 79 espécies de tubarBes e 120 raias estdo ameacadas de extingdo munidalmente. As
principais ameacas para elasmobranquios inclui a pesca e a poluicdo por contaminantes, de
modo que compreender as respostas fisioldgicas deste tdxon e quais processos patoldgicos
envolvidos é crucial para elaborar estratégias de enfrentamento e garantir seu bem-estar. O
monitoramento de elasmobranquios no meio ambiente deve ser realizado na tentativa de obter
0 equilibrio das espécies e boa gestdo pesqueira. Nesse contexto, o objetivo estudo foi
monitorar através dos achados histopatoldgicos em figado, rim e branquias os possiveis
impactos causados pelos efluentes contaminantes derramamento de 6leo de 2019 em R
.porosus (RP) e H. guttatus (HG), e analises de tecido muscular para deteccdo de
Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos na costa de Pernambuco, Brasil. A idade foi
determinada pelos parametros de Gianeti et al. (2019) para H. guttatus e para R. porosus por
Lessa et al. (2009), tempo de exposicdo ao 6leo (TEO) baseado no data do derramamento e
subtraido pelo periodo de captura dos animais; a quantificacdo histopatoldgica se deu através
da metodologia de Bernet (1999) adaptada, e a metodologia de Zimmerli (2007) usado na
identificacdo de comprometimento tecidual, a determinacdo de HPA com a Extracédo
Acelerada por Solvente (ASE) com Purificacdo In-cell e GC-M. 71 espécimes foram obtidas
do desembarque pesqueiro nos litorais norte com 69 individuos e sul com 3. O orgdo mais
comprometido foi as branquias em ambas espécies. Os achados histopatologicos foram
similiares variando o grau de intensidade entre espécies, na branquia: fusionamento lamelar ,
hiperplasia celular, hipertrofia celular, fibrose, necrose, constricdo e a presenca de tecido
mixomatos; nos figados: desorganizacdo do padrdo lobular; degeneracdo microvacuolar e
macrovacuolar, necrose, hepatite mononuclearr; Centros melanomacréfagos; nos rins:
espessamento capsular; cilindro hialino, fibrose, necrose, inflamagdo mononuclear, centro
melanomacréfagos,  glomerulonefrite  proliferativa;  glomerulonefrite  membranosa;
glomeruloesclerose. Ao todo, nove compostos de HPA’s foram detectados, dentre eles
criseno, benzo(a)antraceno e benzo(e) pireno em ambas espécies. As concentragdes
encontrados pelo somatorio dos hidrocarbonetos totais nao ultrapassam o limiar definido pela
ANVISA e variaram de 1,06 a10,17 ng g-* para ) 16HPA e 1,16 a 13,83 ng g-1 ). 38HPA
em R. Porosus e em H. guttatus entre 0,64 e 11,04 ng g-t para ), 16HPA e entre 0,64 e
12,59 ng g-! Y. 38HPA. Pelos indices (Ifshes e lorg) 71% das raias e 60% dos tubardes
analisados estdo com danos teciduais graves, com morfologia anormal do tecido, sendo
indicativos graves de estress e injurias consideradas cronicas pelo grau de intensidade. Os
HPA’s detectados evidenciam o risco a toxinas carcinogénicas, e que indicam exposicao a
compostos de origem piroliticas advindos da queima de combustiveis fosseis. Este trabalho
porporcina um parametro de monitoramento ambiental para espécies de elasmobranquios
costeiras. Ademais, fornece o um dos primeiros subsidos histopatologio em elasmobranquios
bioindicadores de poluigdo no o Brasil.

Palavras-chave: Bioindicador; Branquias; Indice Bernet; Melanomacrdéfagos;

Monitoramento;.
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Abstract

Approximately 79 species of sharks and 120 species of rays are globally threatened
with extinction. The primary threats to elasmobranchs include fishing and pollution
from contaminants. Understanding the physiological responses of this taxon and the
underlying pathological processes is crucial for developing coping strategies and
ensuring their well-being. Environmental monitoring of elasmobranchs should be
conducted to achieve species balance and effective fisheries management. In this
context, the objective of this study was to monitor the potential impacts caused by
contaminant effluents and the 2019 oil spill onR. porosus (RP)and H. guttatus
(HG) through histopathological findings in the liver, kidney, and gills, as well as
muscle tissue analysis for detecting Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHS) on the
coast of Pernambuco, Brazil. The age of the specimens was determined based on
parameters by Gianeti et al. (2019) for H. guttatus and by Lessa et al. (2009) for R.
porosus. The oil exposure duration (TEO) was calculated from the spill date and
subtracted by the capture period of the animals. Histopathological quantification was
performed using the adapted Bernet (1999) methodology, and Zimmerli’s (2007)
technique was used to identify tissue damage. PAH determination was carried out
using Accelerated Solvent Extraction (ASE) with In-cell Purification and GC-M. A
total of 71 specimens were obtained from fishing landings in the northern and
southern coastal regions, with 69 individuals in the north and 3 in the south. The most
affected organ was the gills in both species. Histopathological findings were similar,
varying in intensity between species. In the gills, these findings included lamellar
fusion, cellular hyperplasia, cellular hypertrophy, fibrosis, necrosis, constriction, and
the presence of myxomatous tissue. In the livers, observations included
disorganization of the lobular pattern, microvacuolar and macrovacuolar degeneration,
necrosis, mononuclear hepatitis, and melanomacrophage centers. Kidney
abnormalities consisted of capsular thickening and hyaline cylinders; fibrosis;
necrosis; mononuclear inflammation; melanomacrophage centers; proliferative
glomerulonephritis; membranous glomerulonephritis; and glomerulosclerosis. In
total, nine PAH compounds were detected, including chrysene, benzo(a)anthracene,
and benzo(e)pyrene in both species. The concentrations of total hydrocarbons did not
exceed the threshold defined by ANVISA and ranged from 1.06 to 10.17 ng g-* for
>16HPA and 1.16 to 13.83 ng g-!for >38HPA inR. porosusand H. guttatus,
respectively. The indices (Ifshes and lorg) indicate that 71% of rays and 60% of
sharks analyzed have severe tissue damage, with abnormal tissue morphology,
suggesting chronic stress and injuries. The detected PAHs highlight the risk of
carcinogenic toxins and indicate exposure to pyrolytic compounds originating from
fossil fuel combustion. This work provides a parameter for environmental monitoring
of coastal elasmobranch species and offers one of the first histopathological insights
into pollution bioindicators in Brazil.

Key words: Bioindicator; gills; Index Bernet; melanomacrophages; monitore;.
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1- INTRODUCAO GERAL

A classe Chondrichthyes é representada subclasse Elasmobranchii (LESSA, et al.,
1999) que abrange os tubardes e raias. Os elasmobraquios sdo marcados pelo sucesso
evolutivo, seu surgimento é datado a mais de 420 milhdes de anos (TITAK et al., 2020)
é um dos vertebrados mais antigos e variados ecologicamente possuindo todos 0s
modos de reproducdo existentes (PRIEDE et al., 2006;). Possuem func¢des primordiais
no ambiente marinho ocupando niveis tréficos de predadores de topo e mesopredadores
(GOMES, et al., 2020).

Os elasmobranquios distribuiem-se mundialmente nos continentes, em
ecossistemas marinhos, estuarinos e dulciculas (GADIG, 2001). A Regido Nordeste do
Brasil possui diversidade de espécies de raias (OLIVEIRA, et al.,2019) e participa da
jornada migratéria de algumas espécies de tubardes peldgicos, como tubardo baleia e
tubardo tigre (LESSA et al., 1999; BEZERRA et al., 2021).

O Rhizoprionodon porosus (RP) é um tubardo perténcente a Familia
Carcharhinidae, distribui-se no atlantico ocidental de Bahamas até o Uruguai
(COMPAGNO, 1984), no Brasil é abundante na costa norte e nordeste (LUCENA e
LESSA, 2019). Possui comprimento maximo 1,2 m, com coloragdo acinzentada
dorsalmente e alguns pontos brancos em adultos, habita dguas costeiras, enseadas e
salobras e arenosos (LUCENA e LESSA, 2019.; GOMES, et al., 2019.; EBERT, et al
2013). A espécie é vivipara placentaria, produz até 8 embrides por parto com ciclo de
reproducdo anual (GOMES et al., 2019; FIGUEIREDO, 1977). E um mesopredador
oportunista; alimenta-se de moluscos cefalopodes (lulas), crustdceos (camardes) e
peixes 6sseos, (EBERT, et al., 2013; GOMES et al., 2019).

A Hypanus guttatus (HG) é uma raia da Familia Dasyatidae, possui formato de
diamante com focinho pronunciado, coloragdo dorsal castanha acinzentada ou oliva,
com largura de disco méaxima de 2m (LESSA et al., 1999; GOMES et al., 2019).
Distribui-se pelo atlantico, no sul do Golfo do México até sul do Brasil; utiliza regides
estuarinas de fundos lamacentos e arenosos, possui habito de se enterrar e capacidade de
tolerar alta amplitude de salinidade (MENNI e LESSA, 1998; GOMES et al., 2019;
GIANETI, 2019) é vivipara lecitotrofica com trofonemata, gerando até 6 embriGes;
generalista oportunista e alimenta-se  preferencialmente por crustdceos, porém
poliquetas e moluscos também fazem parte, possui habitos bentdnicos (QUEIROZ,
2017).
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Ambas espécies alcancam de 70- 90 metros de profundidade, (GOMES et al.,
2019) e representam significativa parcela dos desembarques pesqueiros na costa
brasiliera, na pesca artesanal e industrial (MELO et al., 2015; LESSA et al., 1999;
WOSNICK et al, 2019). Além da pressdo pesqueira, este taxon apresenta alta
vulnerabilidade as ac¢Bes antropicas (STEVENS et al., 2000; LESSA., 1999)
principalmente devido aos fatores bioldgicos e populacionais (maturidade sexual tardia,
crescimento lento, alta longevidade e baixa fecundidade. Tendo uma tendéncia a
acumulo concentracdes significativas de poluentes ambientais (CARRIER et al., 2010).

Mundialmente os elasmobranquios estdo sendo expostos de maneira crénica a
todos os tipos de compostos organicos e inorganicos, alguns deles carcinogénicos
(TITAK et al., 2020; GILBERT, et al,. 2015; MULL, et al,. 2013; VAS, 1991;). Dentre
0S compostos orgénicos destacam-se 0s de origem petrogénica que distribui-se no
ambiente marinho apds derramamento, acidente e/ou vazamentos de petr6leo nos
oceanos e plataformas continentais. Nos ultimos anos, uma grande quantidade de
acidentes envolvendo derramamento de petroleo aconteceram no mundo, com numerosa
liberacdo de compostos organicos no ambiente aquatico (HONDA e SUZUKI, 2020).

Recentemente o litoral Nordestino brasileiro foi devastado por um extenso
derramamento de petroleo. Conforme o IBAMA (2023), esse derramamento poderia ter
acontecido a uma distancia de 400 a 700 km da costa brasileira, onde é possivel que o
6leo tenha flutuado por aproximadamente 40 dias até atingir a costa nordestina
(BONTEMPO, 2023). O vazamento atingiu mais de dois mil quildmetros, alcangou
onze estados do Nordeste e impactou dois estados do Sudeste do pais, 120 municipios e
724 localidades, ficando marcado como o maior desastre ambiental da histéria do Brasil
(ARAUJO, et al., 2020) e um dos derramamentos mais extensos registrados no mundo
(PENA et al., 2020).

O estado de Pernambuco sofreu forte comprometimento na biodiversidade
marinha incluindo peixes, mamiferos, aves e ervas marinhas; em alguns dos relatorios
disponibilzados pelo estado, registrou-se a limpeza de 1.650 toneladas de residuos (6leo
misturado com areia e outros materiais) desde o primeiro reporte de manchas de 6leo na
praia de Sao José da Coroa Grande (BONTEMPO, 2023).

O petroleo ou Oleo cru ou bruto corresponde a uma mistura de diversas
moléculas e ligacGes, dentre elas as ligacGes carbono hidrogénio (SZKLO e ULLER,
2008), algumas toxinas conhecidas como compostos organicos volateis (VOCs),
Hidrocarbonetos Policiclicos Arométicos (HPA), sulfeto de hidrogénio e metais pesados
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(PENA et al., 2020). O petroleo é originado a partir de processos geoquimicos da
matéria organica, sendo os HPA’s os seus principais componentes, constituidos
exclusivamente por Hidrogénio e Carbono, com dois ou mais anéis aromaticos
condensados. Sdo compostos de grande relevancia ambiental no qual representam uma
familia de mais de 100 compostos organicos e sdo encontrados onipresentes no meio
ambiente (ar, agua, solo e alimentos), (INCA, 2012; 2021; CETESB, 2018). Mesmo
tendo alta persisténcia e importancia ambiental destes compostos pouco sabe-se sobre
efeitos destes compostos para com muitas espécies aquaticas. A escassez de
investigacdes a cerca das interagGes entre xenobioticos e elasmobranquios € marcante, e
superior quando comparada com peixes 0sseos (TITAK et al., 2020).

No Brasil, até 0 momento apenas um registro comprovou presenca de HPA em
raias da espécie Pseudobatos horkelii, a partir dos tecidos muscular, sanguineo,
branquial, hepéatico e ovariano; sendo detectada com concetracBes moderadas de
Benzo(a) antraceno, Benzo(g,h,i)perileno, Benzo(a)pireno, Benzo(a)fluoranteno,
criseno e fluoranteno. As concetragdes encontradas foram correlacionadas com alta da
atividade portuérias e navais, situada proximo a um dos maiores portos do Rio Grande,
na regido Sul do Brasil, na Praia do Cassino (MARTINS et al., 2020).

Além das dificuldades apresentadas para o tadxon relacionadas a pesca e
vulnerabilidade ambiental, a auséncia de estudos ciéntificos envolvendo fisiologia
basica, metabolismo sdo marcantes. LesGes, quantitativos celulares e respostas ao
estresse sdo tematicas pouco conhecidas para os elasmobranquios. Ao longo dos anos
apenas alguns trabalhos trazem a histopatologia para o grupo como Alves, (2023),
Alesci (2022), Takatsuka (2019), Tresnatie e Djawad (2012), marjoritariamente
concentradas na América do Norte (TIKTAK et al., 2020).

A histopatologia é uma ferramenta Util para avaliar os efeitos da toxicos, em
células, tecidos e 6rgaos, (SANT’ANNA et al., 2022), bem como monitorar o estado de
salide dos peixes durante a exposicdo a poluentes (THOPHON et al., 2003). A gama de
informacdes que se pode obter a partir da histopatologia aplicada a respostas a estresse e
Xenobidticos é marcada para diversos grupos de animais ja descritos, como mamiferos,
répteis e anfibios (RIBEIRO et al., 2002. ; HEMMADI, 2017.; GREEN et al., 2014.;
DULVY et al., 2014). assim como os estudos de contaminacdo, principalmente para
peixes (PEREIRA et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2016; WINKALER et al., 2001;
TRESNATI et al., 2012).

De maneira isolada, dados quantitativos de concentragdo dos poluentes nos
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ecossistemas nem sempre refletem sua acdo no organismo. Assim avaliar a quantidade
de poluente néo € suficiente, havendo necessidade de detectar o efeito destes poluentes
nos organismos que sofreram tal exposicdo (GARCIA, 2016). De acordo com Lins et
al., (2010) a escolha dos 6rgédos alvos do estudo é crucial para a relevancia dos dados
obtidos. E indicado 6rgdos que estejam em contato direto com o agente txico, sendo
assim as branquias e os 6rgdos de metabolismo e excrecdo (como o figado e o rim),
podem ser indicadores de alteragdes toxicolégicas aguda e crénica (LINS et al., 2010).

Em peixes, recorre-se as branquias, gonadas, figado e rim por serem orgaos
evolvidos a funcdes vitais e pela facilidade de identificar transtornos teciduais (LINS et
al, 2010; ). Em elasmobranquios, recorre-se a avaliacdo do figado, pois esse orgédo
possui grande capacidade de acumular contaminantes tornando a histopatologia hepatica
um bom biomarcador de poluicdo aquética (MARINHO, 2013). Biomarcadores
histopatologicos sao formados por lesdes que sinalizam efeitos de exposi¢des, anteriores
ou em prosseguimento, a agentes poluentes (CLEMENTE, 2009). A vantagem da
histopatologia utilizando o efeito de biomarcador esta na sua localizacdo intermediaria
em relacdo ao nivel de organizacao bioldgica e a quantificacdo da poluicdo (BERNET et
al., 1999).

Biomarcadores histologicos permite estimar, quantitativamente, as alteracfes
celulares bem como compreender a resposta fisiologica do animal frente as adversidade
do ambiente no qual estéo inseridos (LIEBEL et al., 2013; HEMMADI, 2017; ALVES
et al., 2015). Com isso, entender a fisiologia basica e estrutural a partir da anélise
histopatoldgica de elasmobranquios se faz notavelmente necessaria para suprir lacunas
da ciéncia, sendo um caminho consolidado para entender como estes animais
respondem ao ambiente, e possivelmente realizar projecfes de permanéncia no
ambiente.

De forma geral os elasmobranquios sdo considerados bons biondicadores
ambientais por possuirem alta longevidade, vistos como ‘“sentinelas” por serem
predadores de topo, oferecem uma perspectiva singular sobre 0s processos que ocorrem
nos oceanos, pela mobilidade entre bacias e baias e ampla gama de informacéo tréfica
que acumulam (BEZERRA, et al., 2021; EBERT et al., 2021). Espécies bioindicadoras
sdo valiosas no monitoamento ambiental pela poluicdo, elasmobranquios sdo pertinentes
para este papel (ALVES et al., 2022). De acordo com sua importancia ecologica,
diversidade do taxon, caréncias de conhecimento ciéntifico, sobrepesca, este trabalho

descreve achados histopatoldgicos em trés orgdos figado, rim e branquias e deteccao de
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Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos no tecido muscular em duas espécies de
elasmobranquios costeiros, Rhizoprionodon porosus e Hypanus guttatus no litoral
Nordestino do Brasil, a fim de corroborar com a preservagdo desses animais e elucidar

as lacunas fisioldgicas existéntes.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 OBJETIVO GERAL
Analisar e quantificar a médio prazo o efeito dos Hidrocarbonetos Policiclicos
Aromaticos (HPA) em tecido muscular, em duas espécies de elasmobranquios
costeiros no estado de Pernambuco quanto aos efeitos deletérios e status de
salde desses animais por meio de analises histoldgicas nos orgédos figado, rim,

brénquias.

1.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Quantificar e detectar concentracdes de HPA em tecido muscular de
Rhizoprionodon porosus e Hypanus gutttatus;

e Investigar e analisar o estado fisiologico de salde das duas espécies de
elasmobranquios através das analise histologica do rim, figado e branquias;

e Analisar implicagbes da exposicdo de elasmobranquios a HPA nos tecido
hepatico, renal e branquial através das respostas histopatologicas;

e Entender respostas fisioldgicas dos principais orgdos do metabolismo dos

elasmobréanquios frente a exposic¢do de contaminantes.
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Capitulo 1
IMPACTOS DA CONTAMINACAO DE ELASMOBRANQUIOS
COSTEIROS DO NORDESTE: ASPECTOS HISTOPATOLOGICOS E
HIDROCARBONETOS POLICICLICOS AROMATICOS
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Resumo

Os elasmobranquios peixes cartilaginosos, representados pelos tubardes e raias sao
mesopredadores e predadores de topo, distribuem-se mundialmente, e sdo reconhecidos
como espécies bioindicadoras. Pouco sabe-se sobre o comportamento e repostas
fisiologicas destes animais frente a contaminantes e as mudangas ambientais. Neste
sentido, o objetivo deste trabalho foi analisar a salude de duas espécies de
elasmobrénquios costeiros possivelmente expostos a contaminagdo costeira e 0leo
derramado em 2019 no Brasil, utilizando-os como bioindicadores de polui¢do. Trés
orgdos (figado, rim e branquias) foram quantificados histopatologicamente e, o tecido
muscular foram detectados compostos drganicos através da Extracdo Acelerada por
Solvente (ASE) com Purificacdo In-cell e GC-M em duas espécies rhizoprionondon
porosos e hypanus guttatus; foram usados testes de Kruskal-Wallis e correlacdo de
Spearman (ZAR, 1984) para o tratamento estatistico. Ao todo 71 espécimes foram
coletadas pelo desembarque pesqueiro artesal; o orgdo mais comprometido foi as
branquias em ambas espécies; lesdes por espécie (H. guttatus/ R.porosus) na Branquias:
fusionamento (10/12), diferenciacdo (16/0), centros (4/19), fibrose( 8/8), necrose
(16/13),  hipertrofia(10/16),  hiperplasia(21/24). Figado: Congestédo(25/33),
desorganizacdo(14/15), degeneracdo vacuolar (27/33), centros melanomacrofagos
(29/33), fibrose(3/3) necrose(11/8) inflamacdo(24/26) e parasitas (0/14). No rim:
hemorragia(13/15), espessamento capsular(4/12), cilindro hialino(24/25), fibrose
(23/19). Os Indices histopatoldgicos registraram diferencas significativas entre espécies,
com maior impacto para raias e com forte correlacdo com o tempo de exposicéo ao 0leo.
O foram detectados nove compostos de HPA piroliticos, entre eles benzo(a)pireno,
criseno, Benzo(b)fluoranteno e Benzo(e)pireno, as concentracdes ndo ultrapassam o
limiar estabelecido pela ANVISA. Porém, 71% das H. guttatus e 60% R.porosus
analisados possuem lesBes acentuadas, comprovando respota ao estresse ambiental, e
ndo estdo saudaveis. Este trabalho porporcina um quantitativo histopatologico para o
monitoramento ambiental para espécies de elasmobranquios costeiros para a América
do Sul.

Palavras chave: CMM; Indice de Bernet; HPA,; estresse; derramamento de 0leo;.
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Abstract

Elasmobranch cartilaginous fish, represented by sharks and rays, are mesopredators and
top predators. They are distributed worldwide and recognized as bioindicator species.
Little is known about the behavior and physiological responses of these animals to
contaminants and environmental changes. In this context, the objective of this study was
to analyze the health of two species of coastal elasmobranchs, possibly exposed to
coastal contamination and oil spills in Brazil in 2019, using them as pollution
bioindicators. Three organs (liver, kidney, and gills) were quantified
histopathologically, and organic compounds were detected in muscle tissue using
Accelerated Solvent Extraction (ASE) with In-cell Purification and GC-M in two
species: Rhizoprionodon porosus and Hypanus guttatus. Kruskal-Wallis tests and
Spearman correlation (ZAR, 1984) were used for statistical analysis. A total of 71
specimens were collected from artisanal fishing landings. The most affected organ was
the gills in both species. Lesions by species (H. guttatus/R. porosus) in the gills
included fusion (10/12), differentiation (16/0), centers (4/19), fibrosis (8/8), necrosis
(16/13), hypertrophy (10/16), and hyperplasia (21/24). In the liver, findings included
congestion (25/33), disorganization (14/15), vacuolar degeneration (27/33),
melanomacrophage centers (29/33), fibrosis (3/3), necrosis (11/8), inflammation
(24/26), and parasites (0/14). Kidney abnormalities consisted of hemorrhage (13/15),
capsular thickening (4/12), hyaline cylinders (24/25), and fibrosis (23/19).
Histopathological indices showed significant differences between species, with greater
impact on rays and a strong correlation with oil exposure duration. Nine pyrolytic PAH
compounds were detected, including benzo(a)pyrene, chrysene, benzo(b)fluoranthene,
and benzo(e)pyrene, with concentrations below the threshold established by ANVISA.
However, 71% of H. guttatus and 60% of R. porosus analyzed have pronounced
lesions, proving a response to environmental stress, and are not healthy. This work
provides a histopathological quantification for environmental monitoring of coastal
elasmobranch species in South America.

Keywords: CMM; Bernet Index; PAH; stress; oil spill;.
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Indroducéo

Os tubardes e raias sdo peixes cartilaginosos da classe Chondrichtyes, subclasse
Elasmobranchii (LESSA, et al., 1999) animais que possuem tracos bioldgicos K-
strategistas com maturidade sexual tardia, crescimento lento, alta longevidade e baixa
fecundidade (GOMES, et al., 2019.; STEVENS, et al., 2000). Sdo géneros utilizadas
como bioindicadores de contaminacdo aquatica pelas suas caracteristicas biologicas e
por possuierem tanto habitos de fidelidade local e migracdo (ALVES et al., 2022).

Sdo integrantes essénciais ao funcionamento dos ecossistemas, porém muitas de
suas espécies estdo sinalizadas por esgotamento populacional e extingdo (SHERMAN et
al., 2022). A alta exploracdo pesqueira mundial resulta estes declinios populacionais
(DULVY et al., 2014), cerca de 37% de tubardes e raias estdo ameacados de extin¢édo
(IUCN, 2024), e 25% das espécies sofrem com algum tipo de ameaca mundidalmente
(DULVY, et al., 2014).

Elasmobranquios sdo recursos pesqueiros, porém, sua dados pesqueiros e
avaliacdes sdo escassas em diversas localidades (FAO, 2024). A carne de tubarades e
raias passa por um paradoxo de baixo valor economico, baixa conservacdo da espécie e
alta procura de barbatanas (FAO, 2024); atrelado a isso a qualidade da carne desses
animais em si, é questionada em alguns estudos, devido ao risco a contaminagdo e
improprios para consumo (BARCIA et al., 2023; TITAK et al., 2020). Até o momento,
sabe se que estes animais possuem tendéncia a acumular metais pesados incluindo
mercurio, na forma de metilmercdrio (BARCIA et al., 2023; JULIO et al., 2019).
Porém, a escassses de informacdes é demarcada, apenas duas revisdes bibliograficas
retratam efeitos dos contaminantes em elasmobranquios, Tiktak (2020) aborda tubardes
e raias, e Bezerra (2019) somente raias.

Estudos limitados investigam doengas na elasmofauna, seja em ambientes
cativos e de vida livre (ARCHER et al.,, 2022). Os elasmobranquios podem ser
afetados por pesticidas, bifelenilos policlorados, hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPA), metais pesados e organometais (GELSLEICHTER e WALKER,
2010). Porém, pouco se sabe sobre as respostas fisioldgicas e resisténcia deste grupo
para contaminantes (GELSLEICHTER et al., 2010).

O Rhizoprionodon porosus (RP) € um tubardo da Familia Carcharhinidae,
classificado como vulneravel ao risco de extincdo (IUCN, et al., 2024). Possui pequeno
porte e distribui-se pelo ao londo da costa brasileira, sendo abundante na costa norte e
nordeste (LUCENA e LESSA, 2019). A raia Hypanus guttatus (HG) pertence a Familia
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Dasyatidae, possui habitos bentbnicos, de fundos arenosos e lamacentos (GOMES et al.,
2019; LESSA et al., 1999), e distribui-se pelas aguas tropicais do atlantico no sul do
Golfo do México até sul do Brasil. Esta classificada como quase ameagada ao risco de
extingdo, (IUCN, 2024).

R. porosos e H. guttatus representam-se substancialmente no desembarque
pesqueiro artesanal do nordeste do Brasil, sdo exploradas como espécies alvo e by-
catch (pesca incidental), (LESSA et al,. 1999). O Nordeste do Brasil passou por um
grandes impacto ambientais recente em 2019, o extenso derramento de 6leo.Um
vazamento que atingiu mais de dois mil quilémetros, alcangou onze estados do Nordeste
e impactou dois estados do Sudeste do pais, 120 municipios e 724 localidades. Este
derramamento ficou marcado como o maior desastre ambiental da histéria do Brasil
(ARAUJO, et al., 2020). O Oleo derramado impactou drasticamente 0s recursos
pesqueiros e a biota marinha (ARAUJO, et al., 2020; PENA et al., 2020). Estudos
devem ser realizados a fim de entender este desastre e remediar futuras catastrofes como
estd (PENA et al., 2020).

O 6leo é uma mistura de compostos organicos e a sua presenca e dissolu¢do na
agua podem compromoter a sobrevivéncia das espécies (HONDA e SUZUKI, 2020).
Sdo compostos com efeitos toxicos que tendem a provocar mutacdo, carcinogénese
(INCA, 2021; ATSDR, 2009), genotoxicidade, imunotoxicidade, estresse oxidativo,
desnaturacdo de proteinas, mutacdes genéticas no DNA e disrupcdo enddcrina
(RODRIGUES et al., 2022; GUIMARAES et al., 2022; HONDA e SUZUKI, 2020;
LOURENGCO et al., 2019; SOMERVILLE, et al., 2020; MARTINS, et al., 2020).

Com a atual degradacdo ambiental dos ecossistemas marinhos, o derramamento
de o6leo na costa brasileira em 2019, o risco de extingdo dos elasmobranquios e a
necessidade do esforco de conservagdo do grupo, se faz necessario compreender as
condigdes fisiologicas destes animais. Neste sentido, o objetivo deste trabalho €
analisar a salde de espécies de elasmobranquios costeiros utilizando-os como
bioindicadores de poluicdo, a fim de elucidar a integridade fisica dessas espécies e 0
meio em que vivem. Para isso, foram analisados de forma qualitativa e quantitativa os
danos histopatolégicos encontrados em trés orgdos de importancia metabdlica, (figado,
rim e branquias) e, deteccdo de compostos drganicos em fragmentos do tecido muscular
nas espécies, Rhizoprionondon porosos e Hypanus guttatus provientes de aguas

possivelmente impactadas pela polui¢ao e degradacédo ambiental no Nordeste do Brasil.
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Material e métodos

Amostragem e Estimativa de idades das amostras

A coleta de material foi feita através do acompanhamento do desembarque
pesqueiro de pescadores artesanais do litoral norte e sul do estado de Pernambuco. A
amostragem ocorreu de abril a dezembro de 2022. Ao todo, 31 raias (H. guttatus) foram
capturadas em quatro municipios do estado de Pernambuco: Itamaracda, ltapissuma,
Barra de catuama e Cabo de Santo Agostinho. Nesse mesmo periodo, 40 tubardes (R.
Porosus) foram capturados em trés municipios: Itamaraca, Ponta de Pedras e Cabo de

Santo Agostinho (Figura 1).
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Figura 1: Imagem de satélite do litoral de Pernambuco, destacando-se os pontos de coleta de
elasmobranquios, pl: Barra de Catuama; p2: Itamaraca; p3:ltapissuma; p4: Cabo de Santo

agostinho.

Quanto as artes de pesca utilizadas na captura de R. Porosus, utilizou-se espinhel
de fundo e rede de emalhar, enquanto para H. guttatus empregou-se espinhel de fundo,
arpdo e raieira. Apés coleta, foi feita a identificacdo de sexo e, em seguida, 0S

individuos foram medidos com auxilio de trena e paquimetro. Nos tubarGes, foi
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mensurado o Comprimento Total (CT) e, nas raias, a Largura de Disco (LD).

Os parametros de crescimento utilizados foram estimados por Gianeti et al.
(2019) para Hypanus guttatus onde: L., = 102,56 cm, k = 0,103 cm e to = -1,384/ano
para fémeas e L. 63,72 cm, K = 0,181 cm e to = -1,398/ano, enquanto para
Rhizoprionodon porosus foram estimados por Lessa et al. (2009), L. =112.99cm; k =
0.171; to = -1.751 /ano para ambos 0s sexos, tais estudos permitiram obter a idade
absoluta dos animais capturados. Posteriormente foi calculado o Tempo de Exposicéo
(TEO) ao o ultimo evento de forte impacto na costa de Pernambuco, o derramamento
de 6leo bruto ocorrido em primeiro de setembro de 2019. Baseando-se nas datas de
capturas de cada amostra correlionada com a data do derramamento, foi possivel

mensurar o tempo de exposic¢ao de cada animal.

Histopatologia

Apos as mediges e identificagdo dos 6rgdos, coletou-se o lobo direito devido o
maior tamanho para os orgdos figado e rim, e, banquias (a partir do terceiro arco
branquial até o quinto, de ambos os lados), os quais foram acondicionados em formol a
10% e processados para histopatologia. A Desidratacdo seguiu séries crescentes de
alcool (70, 80, 90, absoluto | e absoluto 1), seguido da diafanizacdo (xilol I e xilol 11), e
parafina (I e 1), com volume del x10 de acordo com as substancia, pelo periodo de 60
minutos. Posteriormente seccionadas no micrétomo com cortes de 5u e corados com
Hematoxilina-Eosina. (Anexo I).

A leitura das laminas seguiu as orientaces histopatolégicas de Wolf (2015),
onde compreende a revisdo por pares e em dupla. A revisdo por pares, inclui duas
leituras por laminas sem o uso de consulta por diagndsticos pré-estabelecidos da leitura
anterior, a metodologia de dupla € acrescido de outro observador especializado na area
para finalizar o diagnostico.

Para caracterizacdo das alteracBes patoldgicas, adaptou-se neste trabalho a
metodologia de Bernet et al., (1999) que propds uma padronizagdo de lesdes
encontradas na histologia de branquias, figado, rim e pele. Para tanto, as lesbes foram
agrupadas em cinco padrbes de reacdo (Pr): Prl- Distarbios circulatorios e
hemodindmicos; Pr2- Alteracbes regressivas; Pr3- Alteracbes progressivas; Pr4-
Inflamacdo, e Pr5- Neoplasia. Neste trabalho foi proposto o acréscimo do padréo Pr 6-
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Outros achados, no qual se incluiu: (a) parasita e (b) outros, onde este Gltimo incluiu

achados que nédo se aplicassem a nenhum dos indices citados, com valores de um em

ambos. Essa adptacdo pode ser vista na tabela 1.

Padrdes de Alterac0es w a** Indices
Reacéo (1a3) (0a6) )3
a) Hemorragia 1
Pr 1- Distarbios  b) Edema intercelular 1
circulatorios e ¢) Constricao capilar 1
hemodinamicos
a) AlteracGes arquitetonicas 1
b) Alteracdes plasmaticas 1
Pr 2- Alteragdes c) Depositos 1
regressivas d) Alteracdes nucleares 2
e) Atrofia 2
f) Necrose 3
Pr 3- Alteragdes a) Hipertrofia 1
progressivas b) Hiperplasia 2
Pr 4- Inflamagdo a) Exsudato 1
b) Ativacdo do sistema 1
reticuloendotelial
¢) Infiltrado 2
Pr 5- Neoplasia  a) Benigma 2
b) Maligna 3
Pr 6- Outros a) Parasita 1
achados b) Outros 1

Legenda: * representa a lesdo acrescentada em cada Pr.
W: Fator de importancia
** Grau de ocorreéncia, valor obtido por ldamina avaliada, valor de pontuacéo.
Tabela 1. Adaptacdo da metodologia de Bernet (1999) proposta no presente estudo para

avaliacdo de elasmobranquios e peixes 0sseos.

Cada um desses padrdes de reacdo contemplam alteracOes lesdes, diferentes e,
para cada lesdo, atribui-se uma pontuacdo (W) ou valor de importancia, onde: (1)
importancia patoldgica minima; (2) importancia moderada; (3) importancia acentuada.
Ap0s determinar a lesdo e sua respectiva pontuacao, identificou-se a distribuicdo da
lesdo no parénquima tecidual para gerar o Grau de ocorréncia. Esse parametro foi entdo
classificado: (0) Inalterado; (1) Ocorréncia baixa; (2) Ocorréncia média; (4) Ocorréncia
moderada; (6) Ocorréncia severa (lesdo difusa) (Berneet, 1999). O indice do orgdo
(lorg) foi calculado de acordo com a seguinte equacdo: ITorg = Y, pr Y, alt(a - w), onde:

pr = padréo de reacdo, alt = alteragdo, a = grau de ocorréncia e w = fator de importancia.
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Posteriormente, para-se obter o valor total de saide do animal foi calculado o indice do
peixe (Ifish) ou Indice Total, através da equagdo Ifishe : Y,rg Xrp (Gorgrpair
WWorg rp aic )- POSteriormente, foi utilizado a meétodologia de Zimmerli et al., (2007) a
fim analisar a intensidade destes valores. Esta metodologia € um sistema de
classificacdo de Ifish de acordo com a gravidade da resposta histoldgica em cinco
estados do mais leve ao mais intenso, da classificacao:
- indice histologico <10: estrutura normal/saudavel;
- indice histologico 11-20: leves alteragdes;
I1lI-  Indice histolégico 21-30: estdo presentes alteragdes moderadas na
arquitetura e morfologia;
IV-  Indice histologico entre 31-40: alteracBes altas na arquitetura e
morfologia normais do tecido;
indice histoldgico >40: alteracdes graves da arquitetura e morfologia

normal do tecido.

Determinagdo de HPA

Uma com 10 individuos (cinco espécies de R. porosus e cinco H. guttatus),
contendo até 5 g de musculo, foram submetidas a deteccdo e quantificacdo de HPA. Nos
tubardes, os sitios anatémicos escolhidos foram a regido acima do cranio e a regiao
dorsal proximo as vértebras, enquanto nas raias foi colhido o masculo das nadadeiras
peitoral. As amostras foram armazenadas em freezer e encaminhadas para deteccgao e
quantificacdo de HPA através da Extracdo Acelerada por Solvente (ASE) com
Purificacdo In-cell e GC-MS. Conforme o peso médio imido de 1.01+ 0.05¢g para raias
e para tubardes 1,03 £0,05g de massa Umida, foram homogeneizadas e adicionada a
quantidade de aliquota do tecido (1,0g). Aliquotas de tecido muscular de raias (H.
guttatus) e tubardes (R. porosus) passaram pelo sistema de Extracdo de Solvente
Acelerado (ASE 200, Thermo) para extracdo de lipidios. Seguindo o protocolo EPA
3545 (EPA, 2007) realizado em condi¢des de alta temperatura (80°C) e pressdo
(1500psi) e usando diclorometano (3x, 10 min ciclos). O excesso de lipidios foi
removido do extrato organico empregando um clean-up in-cell de silica no ASE
(Massone et al., 2021). A fracdo contendo PAHSs foi diluida. A cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (sistema Thermos TracelSQ) foi empregada para
quantificacdo de PAHSs, seguindo o protocolo EPA8270-D (EPA, 2014).
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A aquisicdo dos dados foi realizada no modo monitoramento seletivo de ions
(SIM), considerando ions tipicos para analise de HPA (m/z) (Mauad et al., 2015). A
quantificacdo foi baseada em curvas de calibracdo contendo uma mistura de 16 PAHs
prioritarios, outros compostos que nao foram incluidos na mistura (homologos
alquilados) foram quantificados considerando o fator de reposta de homdlogos com
estrutura semelhante. O total de 37 compostos parentais alquilados foram identificados,
estes incluem naftalenos(C0-C4), acenaftleno, acenafteno, flaor (C1,C3),
dibenzotiofenos  (C0-C3), fenantrenos/antracenos  (C1-C4),  benzo[e]pireno,
indeno[1,2,3] dibenz[a,h]antraceno e benzo[ghi] perileno. Os limites tipicos de
quantificacdo para HPA individuais foram de 05 ng- g— 1 wet weight
(ww).Procedimentos de QA/QC foram considerados.

O embasamento de analise dos compostos foi feito de acordo com os critérios de
classificacdo da Agéncia Internacional para Pesquisa do Cancér (IARC), (IARC, 2024).
Para classificacdo de toxicidade e danos a salde advindas de hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos, a IARC utiliza um critérios de classificagdo baseados no
potencial carcinogense para humanos, onde séo dividos em quatro grupos:

Grupo l:carcindgenos para humanos;

Grupo lla: provavelmente carcindgenos

Grupo lib: possivelmente carcin6genos para humanos

Grupol II: ndo classificado

Grupo IV: provavelmente ndo carcinégeno.

Analises Estatisticas

O tratamento dos dados estatisticos foi realizado no software R-studio, partindo das
hipdteses:
1) De que existe diferenca entre os Indices de orgdo do figado, rim e branquia entre
espécies R. pororsus e H. guttattus.
2) De que existe diferenca entre os Indices histopatologicos dos individuos (Ifishes)

por espécies, R. pororsus e H. guttattus.

Os testes de normalidade de Shapiro-Wilk foram realizados em todas as variaveis a
fim de entender a distribuigdo dos dados, assim como homogeniedade de variancia a

partir do teste de Levene. As correlacbes foram estimadas entre as variaveis
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comprimento, peso, sexo, maturacdo, idade e tempo de exposicdo ao Oleo, sobre os
indices lorg’s e Ifishes, individualmente para cada espécie. Dada a natureza nao normal
dos indices, a correlacdo foi medida através do método de Spearman, e a comparagao
dos indices lorgfig, lorgRim, lorgBra, Ifishes, entre as espécies foi realizado utilizando

o teste de Kruskal-Wallis (K.W.), considerando um nivel de significancia de 5%.
Resultados
Caracterizacéo dos individuos

No decorrer de oito meses foram capturados 40 espécimes de R. Porosus e 31

espécimes de H. guttatus. Para RP o litoral norte (Tabela 2).

Rhizoprionodon N Arte Regiéo Sexo
porosus de Pesca
19 Rede de espera e Itamaraca 2117
Litoral Norte Espinhel
7 Rede de espera Carne de Vaca 3/4
12 Rede de espera Ponta de Pedras 4/8
Litoral Sul
2 Rede de espera Cabo de Santo 1/1
Agostinho
40
Hypanus guttatus
8  Espinhel de fundo e Itamaraca 8/-
Encalhe
Litoral Norte 16 Espinhel e rede Itapissuma 7/9
6 Raieira Barra de Catuama 6/-
Litoral Sul
Arpéo Cabo de Santo 1/-
1 Agostinho
31

Tabela 2: Espécie, namero de individuos, arte de peca, sexo e regides de captura no litoral dos

elasmobranquios avaliados; Sexo: (Fémea/Macho), (-) ausente.
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Histopatologia: Biomarcadores e indices

Em cento e oitenta e trés amostras a avaliacdo histopatoldgica foi viavel e sete
H. Guttatus (HG), (dentre elas dois figados, trés rins, e trés branquias) e vinte e dois R.
porosus (RP) dentre eles (seis figados, seis rins e dez branquias), foram consideradas
inadequadas para a analise devido ao grau autolise e obtiveram a analise desconsiderada
e ausente (NA). O alto grau de autdlise foi atrelado ao tempo de exposicdo dos animais
ao sol, justificado pela metodologia de captura, e a0 composto usado para a fixacdo do
material. Apenas uma amostra foi considerada com valor de zero, pois o orgdo nao
possuia lesdes.

Em ambas as espécies, notou-se que os achados histopatoldgicos foram
similares, variando apenas quanto a intensidade da lesdo. A analise das branquias de RP
e HG revelaram como sendo o orgdo que envolve mais padrfes de reacdo, ou seja,
possui maior representatividade nas pontuacdes e diversidade maior de lesdes em ambas
espécies. Porém, o figado em HG possui a segunda maior representatividade de padrdes
de reacdo, diferentemente em RP, no qual o segundo orgdo com maior
representatividade foi o rim.

Dos padrdes de reacdo, o tecido banquial em HG teve maior representatividade
em Alteracdes regressivas (PR2), seguido de distarbios circulatorios e hemodinamicos
(PR1), e finalmente por AlteracOes progressivas (PR3). Ja nos rins, foram alteracdes
regressivas (PR2), seguido de distarbios circulatorios e hemodindmicos (PR1) e
Inflamacdo (PR4). Em seu tecido hepatico o padrédo de reacdo mais acentuado foi
AlteracBes regressivas (PR2), seguido de disturbios circulatérios e hemodindmicos
(PR1), e por ultimo Inflamagéo (PR4).

Para R. porosus o0s padrbes de reacdo para o tecido branquial os disturbios
circulatérios e hemodinamicos (PR1) foram mais representativos, seguido de Alteracfes
regressivas (PR2), e alteracGes progressivas (PR3) e Inflamacdo (PR4). No tecido renal
0 PR mais acentuado foi AlteracGes regressivas(PR2), disturbios circulatorios e
hemodinamicos (PR1) e Inflamacdo (PR4). No tecido hepatico o PR mais acentuado foi
alteracGes regressivas (PR2), seguido de distdrbios circulatorios e hemodinamicos
(PR1) e Inflamacédo (PR4).

Das lesdes, as alteracBes branquiais encontradas em ambas as espécies foram
similares e incluiram: 1) Lamelas priméarias: congestdo aleatoria; centros

melanomacréfagos  (aleatorio); Desorganizacdo estrutural do padrdo lamelar;
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fusionamento lamelar (intersticial, em canal marginal externo, com obliteracdo dos
espacos interlamelares); hiperplasia celular (células caliciformes, pilares e mucosas);
hipertrofia celular (células caliciformes e mucosas); Espessamento na regido do canal
marginal externo associado a hiperplasias e hipertrofia celular; parasitos intersticiais e
nos canais marginais externos, com cortes transversais e longitudinais; edema aleatorio;
ectasia vascular aleatoria; necrose epitélio lamelar multifocal aleatoria; inflamacGes
mononuclear intersticial e aleatério); fibrose intersticial aleatéria e nos canais marginais
externos; 2) Septo Interbranquial: Congestdo aleatoria; edema; Inflamacéo
mononuclear aleatdria; Fibrose intersticial aleatdria; espessamento intersticial e na
regido da membrana basal do septo interbranquial por hiperplasias e hipertrofia de
células caliciformes e mucosas; parasito intersticial ; 3) Lamela secundaria:
Telangiectasias (aneurisma) multifocal; congestdo intersticial; melanomacrofagos;
edema; necrose multifocal do epitelio; constricdo lamelar multifocal; fusionamento
lamelar multifocal; reducdo dos espacos interlamelares por espessamento lamelar,
hemorragia ou debris celulares; hiperplasia e hipertrofia de células pilares, mucosas e
caliciformes; bifurcacdo lamelar. Presenca de tecido mixomatoso na regiao de lamelas
primarias e septo interbranquial.

Destacam-se no Pr2 as lesbes de fibrose, diferenciacdo mixoide e fusionamento
lamelar. No Prl as lesdes destacadas sdo congestdo, telagectasias e constricdo e no Pr4
destacam-se hipertofia de células caliciformes e hiperplasias de células mucosas, como

podem ser vistas na na figura 2.
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Figura 2. Fotomicrografia das lesBes branguiais em R porosus e H guttatus. A- Espessamento de
septo interbranquial por deposi¢édo de tecido conjuntivo fibroso (fibrose) Asterisco. Notar que o
septo central encontra-se margeado por hipertrofia de células caliciformes (cabeca de seta). HE,
objetiva 10x. B- Metaplasia mixoide em lamela priméria (cabeca de seta). Notar tecido frouxo e
basofilico bem delimitado, substituindo uma porcdo da lamela, acompanhando lamelas
estruturalmente desorganizadas. Insercdo: matriz mixoide e células mesenquimais benignas. HE,
objetiva 10x. C- Lamelas primarias com marcada congestdo (asterisco) e lamelas secundarias
exibindo constriccdo e aneurisma (cabega de seta).. HE, objetiva 10x. D. Evidenciacdo de
hipertrofia (asterisco) e hiperplasia de células caliciformes e mucosas (cabega de seta). HE,
objetiva 40x.

As alteragOes hepéticas encontradas em ambas as espécies foram similares e
incluiram: Hemorragia intersticial aleatério; congestdo sinusoidal e da veia
centrolobular; perda ou desorganizacdo do padréo lobular; degeneracdo microvacuolar e
vacuolar hepatocitaria; pigmento de hemossiderina intersticial; parasitos intravascular e
ectasia venosa; necrose hepética aleatdria, hepatite mononuclear aleatoria, periportal,
perivascular ou subcapsular); Centros melanomacrofagos intersticiais aleatorios.

Dentro do padrdo de reacdo Pr2, destacaram-se as lesdes desorganizacao do
padrdo lobular, degeneracdo vacuolar, centros melanomacrofagos, infiltrados

inflamat6rios mononucleares, e parasitas intravasculares como pode ser visto na figura
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Figura 3- Fotomicrografia das lesbes hepaticas em R porosus e H guttatus. A- Asterisco:

Infiltrado inflamat6rio mononuclear periportal, e cordBes de hepatocitos difusamente
vacuolizados (cabeca de seta) e com padréo lobular desordenado. HE, objetiva 20x B- Em maior
aumento, nota-se vactolos intracelulares majoritariamente  grandes (degeneracao
macrovacuolar) asterisco, Notar congestdo e infiltracdo de células inflamatérias perivasculares
(cabeca de seta). HE, objetiva 40x. C- Centros melanomacr6fagos de tamanhos variados na
regido centrolobular a mediozonal do l6bulo hepético (asterisco). HE, objetiva 20x. D- Notar
seccOes de nematddeos (asterisco) intravasculares na regiao de triade portal em figado com
marcada degeneracdo vacuolar. HE, objetiva 20x.

As alteracBes renais encontradas foram: hemorragia (intersticial, subcapsular,
pericapsular e cortical); congestdo aleatoria; edema; espessamento capsular; cilindro
hialino; degeneracao vacuolar do epitélio tubular; pigmentos de lipofuscina em ganglios
renais; pigmento de hemossiderina intersticial; fibrose intersticial (cortical, medular,
periglomerular, capsular e subcapsular); necrose intersticial (aleatéria e cortical);
regeneracdo e reparo no epitelio tubular; inflamacdo intersticial mononuclear (cortex,
medula e hilo peritubular); centro melanomacréfago intersticial multifocal;
glomerulonefrite proliferativa; glomerulonefrite membranosa; glomeruloesclerose.
Dentro do padrdo de reacdo PR2, destacaram-se as lesdes fibrose e atrofia, cilindro

hialino e necrose, expostos na figura 4.
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Figura 4- Fotomicrografia das lesdes renais em R porosus e H guttatus. A- Notar Glomérulo
Esclerose (ponta de seta), Notar Fibrose (asterisco) e congestao intersticial. HE, objetiva 20x.
B- Fibrose subcapsular e congestdo intersticial.. HE, objetiva 20x. C- Notar Atrofia glomerular
(asterisco), Notar Cilindro hialino (cabeca de seta) e congestao intersticial. HE, objetiva 20x. D-
Regido medular, infiltrado inflamatdrio mononuclear e cilindo hialino no tubulos contorcidos.
HE, objetiva 20x.

Das distribuicdes das lesbes por orgdo podem ser vistas no grafico 1 para H.guttatus e

grafico 2 para R. porosus.
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*Aneu: Aneurisma; Atr: Atrofia; Bifu: Bifurcacdo Lamelar; Cent: Centros Melanomacro6fagos; Cilin: Cilindro hialino; Cong: Congestdo;Dege: Degeneragao
Vacuolar; Desor: Desorganizagdo do padrdo; Dif: Diferenciacdo; Ecta: Ectasia; Ede: Edema vascular; Exp: Espessamento; Fib: Fibrose; Fusi: Fusionamento
lamelar; Glom: Glomerulo nefrite; Hem: Hemorragia; Hpla: Hiperplasia; Htro: Hipertrofia; Infl: Inflamacdo; Lip: Lipofucina; Nec: Necrose; Para: Parasita;

Red: Reducéo dos especos interlamelares; Reg: Regeneracdo. Grafico 1: Frequéncia absoluta de lesGes por orgdo em H. guttatus.
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*Aneu: Aneurisma; Atr: Atrofia; Bifu: Bifurcacdo Lamelar; Cent: Centros Melanomacréfagos; Cilin: Cilindro hialino; Cong: Congestéo;Dege: Degeneracao
Vacuolar; Desor: Desorganiza¢do do padrdo; Dif: Diferenciacéo; Ecta: Ectasia; Ede: Edema vascular; Exp: Espessamento; Fib: Fibrose; Fusi: Fusionamento
lamelar; Glom: Glomerulo nefrite; Hem: Hemorragia; Hpla: Hiperplasia; Htro: Hipertrofia; Infl: Inflamacgdo; Lip: Lipofucina; Nec: Necrose; Para: Parasita;

Red: Reducéo dos espegos interlamelares; Reg: Regeneracédo. Grafico 2: Frequéncia absoluta de lesdes por orgdo em R. porosus.
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Espécie Idade TEO IB IF IR IFISHE
Rhizoprionodon 2.66 + 2.14+0.74/2.37 148 +141.15/ 76.5+ 33.53/ 62.88 +44.78/ 429 + 22.42/
porosus 2.02/3.76 +0.64 156.18 £183.43 95.38+ 61.05 121+ 229.14 49.9 + 22.88
+1.99
Hypanus guttatus 7.21 + 2.93+0.24/ 277 +234.73 / 123.05+ 84.65 + 58.19+
3.08/4.71+ 2.92+ 0.18 265.44 +£287.78 123.74/166.1+ 76.31/146.75+ 31.72/73.7 +
0.62 110.32 116.94 29.94

*TEO: tempo de exposicdo ao 6leo; IB: Indice de Branquia, IF: indice de Figado; IR: Indice de Rim; Ifishe: Indice Histopatdlogico do peixe.
Tabela 3: Idade, Tempo de Exposicédo e Indices Histopatologicos, média e desvio padrdo das espécies por sexo (Fémea/macho).
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Gréfico 3: Representativo de Ifshes em H. guttatus. Grafico 4: Representativo de Ifshes R. pororsus de acordo com gravidade da lesdo.
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Os indices dos individuos (Ifish) de H. guttatus obtiveram media geral no valor de 68
pontos e apenas 3% das raias foram consideradas saudaveis. Os resultados Ifishes de
HG foram mais altos que RP, monstrando que estdo mais comprometidas. Das raias
analisadas 71% possuem pontuacdo acima de 40 pontos, compreendendo alteragOes
graves da arquitetura e morfologia anormal do tecido como pode ser visto na figura na
figura 3.

Os indices dos individuos (Ifish) de R. porosus obtiveram média geral entre espécies 47
pontos, e apenas 2% da amostra foram considerados saudaveis. De acordo com
Zimmerli (2007), 60% equivalentes a 24 dos 40 individuos de R. porosus estdo com
Ifishes altos, com pontuacOes superiores a 40 pontos, o que compreendem alteracGes

graves da arquitetura e morfologia anormal do tecido.

HPA

Nove compostos de Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos foram identificados
nas amostras de musculo provenientes de R. porosus e H. guttatus: Fluoranteno, C1-
Fluoranteno- Pireno, C2- Fluoranteno- pireno, Benzo(a)antraceno, criseno,
Benzo(b)fluoranteno, Benzo(e)pireno, Benzo(a)pireno, Benzo(g,h,i)perileno em baixas
concentragdes. Das 9 espécimes tiveram pelo menos um dos HPA’s detectados, sendo
concentraces significativamente mais acenturadas em R. porosus. Em um individuo H.
guttatus ndo foi detectado nenhum HPA. O composto mais detectado foi o Criseno
(979),

seguido do Benzo(a)antraceno (6/9) e Benzo(e)pireno (4/9).

Os valores encontrados pelo soméatorio dos hidrocarbonetos totais variaram de
1,06 a 10,17 ngg—'para Y, 16HPA e 1,16 a 13,83 ng g-! para Y. 38HPA em R.
porosus. Ja em H. Guttatus, foi encontrado concentragGes entre 0,64 e 11,04 ng g-1
para . 16HPA e entre 0,64 e 125ngg — * para ), 38HPA, podem ser vistos na
tabela 4.
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Espécie FOR C1-FOR C2-FOR BaA BbF BeP CHR BghiP BaP >»16HPA >38HPA
- 0.701 1.817 1328 1.826 1.764 2.862 1.067 - 7.08 11.36
- - - 0.679 - - 1.353 - - 2.03 2.03
Rhizoprionodon 0.748 0.9 1.324 1489 2.704 1.444 3.609 1.088 0.529 10.17 13.83
pOrosus - - - - - - 1.159 - - 1.16 1.16
- - - - - - 1.061 - - 1.06 1.06
1.21 - - 2235 2.291 1.544 3.434 0976 0.898 11.04 12.59
- - - - - - 0.643 - - 0.64 0.64

Hypanus - l - - } - - - ) - -
gutttatus - 0.743 0.868 0.626 - 0.513 1.744 - - 2.37 4.49
- 0.531 - - 1.37 - - 1.9 1.9

**FOR: Fluoranteno, BaP:Benzo(a)pireno, BeP: Benzo(e)pireno; BghiP: Benzo(g,h,i)perileno; CHR: Criseno; BbF: Benzo[b]fluoranteno; BaA:
Benzo[a]antraceno; C2- FOR: Fluoranteno-pireno; C1- FOR: Fluoranteno-pireno.

Tabela 4: Concentragfes dos compostos Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos detectados nas espécies de elasmobranquios e o somatorio dos
16HPA e 38HPA,;
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Estatistica

As medidas morfométricas (peso, comprimento), sexo e maturacdo e idade nao
registraram correlac@es fortes entre lorgfig, lorgRim, lorgBran e Ifishe de HG, porém o
tempo de exposicéo registrou correlagdo moderada (0,43) com o lorgFig. Os valores de
correlagdo sugerem que a maior contribuicdo para o Ifishe em HG seja proveniente do
lorg das branquias, seguido do lorg do Figado e do Rim. Na figura 5 sdo apresentadas

as correlacdes de de Spearman para H. gutattus.
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Figura 5 : Correlacdo de spearman para H. guttatus

As medidas morfometricas peso, comprimento, sexo e maturagéo, idade e tempo
de exposicao ndo registraram correlacdes entre lorgFig, lorgRim, lorgBran e Ifishe de
RP. Os valores de correlagdo sugerem que o Ifishe é representado basicamente pelo
lorg das branquias e menos representado pelos lorgs dos rim e figado. A figura 6

apresenta as correlacdes de Spearman para R. porosus.
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do rim nas duas espécies, com o teste de Kruskal-wallis. Boxplot 3: lorgBra, com o teste de
Kruskal-wallis. Boxplot4: Ifishes entre espécies, com o teste de Kruskal-wallis. RP:
rhizoprionodon porosus. HG: hypanus gutattus. X2:Qui-quadrado.

Figura 7: Teste de Kruskal Wallis para Indices de Orgdo e Ifishes.

Através do teste de kruskal-Wallis realizado para cada um dos indices de érgéo,
foi verificado que ndo houve diferenga significativa entre as espécies (lorgFig p-valor =
0,2169, lorgRim p-valor = 0,2575 e lorgBra p-valor = 0,062). Ao contréario dos lorg, o
Ifishe demonstrou diferenca significativa entre espécies, com p-valor igual a 0,036 (p-
valor < 0.05).

Discussao

O presente estudo apresentou quantificacdo histopatoldgica e determinacdo de
HPA referente ao status da salde de 71 especimes de R. porosus e H. guttatus usadas
como bioindicadores de poluicdo da costa nordeste do Brasil. Cerca de 70% dos
elasmobrénquios analisados estdo altamente comprometidos com morfofisiologica
alterada, tendo elevados danos teciduais nos orgdos figado, rim e branquias. As
branquias representam a maior concentracao lesdes, sendo o orgdo eficaz mais nesta
analise. Este estudo também propde uma adaptacdo para a metodololdgia de Bernet
(1999) com adicéo de mais um padréo de reagdo o Pr 6- Outros achados que incluiu o
item/lesdo parasita e possiveis achados a depender da espécie.

Quanto ao perfil dos 71 espécimes de R. porosus e H. guttatus capturados,
notou-se que faixa etaria, maturacdo e localizacdo geografica obtidos corroboram os
registros anteriores de uso de habitat e ocupagdo no litoral de Pernambuco para as
respectivas espécies (SANTOS e GADIG, 2014; YOKOTAA e LESSA, 2006; LESSA
et al., 1999; HAZIN et al., 2000; JULIO, 2019). O uso de elasmobranquios costeiros
como bioindicadores de contaminagdo local foram consideradas bons, ou seja
demostrando uma quantidade elevada de lesdes, corroborando com Alves (2022),
Somerville (2020).

A partir dos indices de 6rgdo de RP e HG analisados em postos pelo teste de

Kruskall-wallis, ndo obtivemos diferencas significativas. Isso mostra que
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individualmente os lorg de branquia, figado e rim ndo possuem diferencas significativas
entre as especies (R. porosus e H. guttatus), eles estdo igualmente afetados e
possivelmente 0s agressores sao 0s mesmos; Porém, quando comparados juntos, atraves
do Indices de peixes, Ifishes,diferencas significativas entre espécies foi observado. Isto
mosta que existe diferenca no nivel de salde e impacto para R. porosus e H. gutattus.

Este fato também se confirma através da quatificacdo histopatologica
apresentada aqui, onde a média dos Ifishes em HG é superior a de RP, tendo
comprometimento de 70% dos 31 raias observadas. Sugere-se que isto ocorra devido a
HG possuir comportamento benténico e desenvolvimento no substrato (GOMES et al.,
2019; LESSA et al., 1999), pois esta regido arrecada grande acumulacdo de metais e
residuos de contaminantes sendo o destino final de diversos compostos (BEZERRA, et
al., 2019; DE SOUZA et al., 2016), incluindo os compostos vindos das queima de
combustiveis fosseis de origem pirolitica. Contudo, neste trabalho o uso da raia
H.guttatus se sobressai como bioindicador, de acordo com a maior representatividade
dos padrdes de reacao e lesbes e maior e indices histopatolédgicos (lorg, Ifishe).

De acordo com os lorgs obtidos, os dados estatistiscos mostram que as
branquias possuem correlacédo forte e significativa na representatividade dos Ifishes em
relacdo a figado e rim em as espécies. Logo, lorg das Branquias representa o orgao mais
eficaz frente a deteccdo de processos patoldgicos diversos em relagdo aos outros neste
trabalho, isto é, como previamente suposto, as branquias sdo orgdos com boa incidéncia
e variabilidade de lesbes para serem usadas como biomarcadoras histologicas em
elasmobranquios (WEGNER, 2015; DUCAN et al.,, 2014, DUCAN et al., 2015;
BARBOSA et al., 2010). A importancia dos orgdos figado e rim diverge entre espécies.
Para R. porosus o lorg do figado e rim tiveram baixa correlacdo e nao significativa com
com o Ifishe. No entanto, eles apresentaram correlagcGes significativas moderadas para
H.guttatus, sendo o lorg do rim a segunda maior correlagéo.

A média dos Ifishes encontrada aqui € significativamente superior aos reportados
para peixes 0sseos por Ribeiro (2023), Saraiva (2015), McHugh (2011) Jesus (2022), e
Zimmerli (2007). No ambito das lesdes biomarcadoras identificadas, alteragdes na
arquitetura branquial representam respostas fisiologicas do estresse ao ambiente, devido
a sua alta sensibilidade mesmo quando expostas a baixas concentracdes e curtos
periodos de tempo (Bezerra et al.,2019). Das lesdes branquias reportadas aqui,
destacam-se a de fibrose, diferenciacdo mixoide e fusionamento lamelar, congestéo,

telagectasias e constricdo, hipertofia de células caliciformes e hiperplasias de células
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mucosas. Estas lesdes frequentemente reportadas para peixes 6sseos frente a exposicao
de contaminantes (BERNET et al., 1999; WOLF et al., 2015).

As hiperplasias demonstram disturbios de crescimento e proliferacdo
aumentados, Sabe-se que o0 aumento de células mucosas representam o um dos
primeiros mecanismos de defesa a componentes externos, seja um extresse agudo ou
crénico, patogenos, poluicdo, protecdo e lubrificacdo (WEGNER, 2015; DUCAN,
2016; HARPER e WOLF, 2009). A mucosa dos elasmobranquios previne a
proliferacdo de microrganismos patogénicos, sendo responsavel pela protecdo e
lubrificacdo do epitélio branquial contra o atrito (MITCHELL et al., 2023; WEGNER,
2015; DUCAN et al., 2014), sendo uma barreira fisica (SHEPERD, 1982; VIDYA E
CHITRA, 2018).

As respostas fisioldgicas envolvendo produgdo de muco e hiperplasia de células
epitelias sdo comumente encontradas em animais provenientes a estresse de
contaminacdo por metais pesados como cadmio, mercurio e HPA, em peixes (
RIBEIRO et al., 2023; ALESCI et al., 2022; EVANS, 1987; SWEIDAN et al., 2015;
COSTA et al., 2008), em Dasyatis kuhlii no trabalho de Tresnati e Djawad (2012)
relatam que espeécies expostas a diferentes concentragdes de nitrato foram a obito, e as
alteracdes histologicas reportadas foram hiperplasia de células epiteliais (mucosas),
fusionamento lamelar e aneurismas, semelhantes as expostas aqui.

A mudanca arquitetural da lamelas, redugdo de espacos interlamelares e o
encurtamento (constricdo) representam resposta adaptiva a contaminantes na agua,
sendo uma tentativa de diminuicdo do contato com poluentes (BEZERRA et al., 2020,
FONSECA et al., 2017). Ademais, durante a avaliacdo histopatoldgica nas branquias,
chamou a atencéo, ainda, a presenca de um tecido mixoide substituindo e distendendo o
intersticio lamelar em lamelas primérias e septo intersticial. Pelo conhecimento dos
autores, essa lesdo ndo foi previamente descrita em branquias de elasmobranquios
(WEGNER, 2015), e sugere se tratar de um processo de metaplasia, ou seja, uma
mudanca na histoarquitetura do tecido ap6s uma injuria que favoreceu a substituicdo do
tecido conjuntivo lamelar em outro da mesma linhagem (BOGLIOLO, 2013).

Em mamiferos, essa alteragdo ocorre em processos de reparo e regeneracdo, 0
gue nos permite sugerir que, devido a uma agressdo cronica, sucedeu-se a introducédo de
um tecido mixoide. Este achado nédo foi observado em R. porosus. As lesdes resultantes
de proliferacdes e diferenciacdes celulares séo numerosas e tém enorme importancia no

diagndstico de doengas e monitoramento da satde de animais € humanos (BOGLIOLO,



REY, BMC. Impactos da contaminagéo em elasmobranquios costeiros do nordeste: aspectos histopatolégicose 45
Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos

2013).

Dos danos hepaticos encontrados, a degeneracdo vacuolar, inflamacdo e
presenca de centros melanomaco6fagos se sobressaem e sdo lesGes com importante
funcdo biomarcadoras de contaminantes. O figado é um importante indicador de saude
nutricional para elasmobranquios (SMITH et al., 2017). Contudo, identificar os
hepatdcitos pode ser desafiador devido ao grande acimulo vacuolar existente (MELO
2017; MORAES, 2017), de modo que a avaliacdo do acumulo de gordura no figado
(fisiolégico ou patolégico) deve ser interpretado com cautela. As degenera¢des aqui
encontradas ultrapassam o que seria considerado normal, sendo quantidades de
vacuolizacdo superiores a 50% do figado de peixe; foi observada tanto em RP quanto
em HG e sugerem ocorréncia de esteatose hepatica, similar ao visto em Prionace glauca
reportado por Alves (2023).

A esteatose pode ser provocada por agressdes diversas como contaminantes,
hipdxia, alteragdes nutricionais e disturbios metabolicos (BOGLIOLO, 2013) e consta
como uma lesdo frequente em peixes provenientes de aguas contaminadas por agentes
toxicos, como metais pesados, PCBs ¢ HPA’s (ALVES et al., 2023; ALESCI et al.,
2022; WOLF e WHEELERB, 2018; GARNER, 2013.; MORAES et al., 2016. ; JESUS
2023). A esteatose também foi lesdo frequentemente registrada para Mugil Curema e
Haemulon aurolineatum coletados em Pernambuco, correlacionados com compostos
organicos como metais e HPA em Jesus (2023). A inflamacdo mononuclear (leucécitos
e macrofagos) com padrdo periportal representa um indicatico de polui¢cdo ambiental,
devido sua funcionalidade envolvida na digestdo de xenobidticos (KARDONG, 2016;
GAIJIC et al., 2020).

Quanto aos danos renais aqui identificados, notou-se lesGes mais inespecificas,
embora tenha sido o segundo orgdo mais indicador para HG. As lesGes podem estar
relacionadas com uma exposicdo crénica a substancias, patogenos e/ou refletir uma
resposta do Orgdo a fatores idiopaticos. Nesse sentido, ndo ha como afirmar, com
precisdo, a que doencgas essas alteracdes estao relacionadas. Das lesdes comuns aos trés
orgdos destacaram o0s centros melanomacréfagos (CMM), os quais foram mais
marcantes nos figados, especialmente de HG. Estudos sugerem que a funcdo geral do
CMM ¢ a convergéncia da destrui¢do, desintoxicacdo e ou reciclagem de materiais
enddgenos e exdgenos (STEINEL e BOLNICK, 2017; MORAES et al.,2016). CMM
atualmente sdo tidos como biomarcadores fisiologicos e histopatologicos de peixes,

“indicador de primeira linha” no monitoramento ambiental, utilizados para documentar
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e quantificar os efeitos de poluentes. Podem ser indicativos de exposicdo a bifenilos
policlorados (PCBs) e organicos, HPA (BORUNCISNKA, et al 2009).

Com a deteccdo de parasitos e protozoarios, tornou-se necessario a adaptacdo
do método de Bernet (1999) para elasmobranquios. De maneira geral, tubardes e raias
possuem forte inclinagio para ecto e endoparasitas (RODRIGUEZ-SANTIAGO et al.,
2015; RODRIGUEZ-IBARRA et al., 2011; MARTORELLI et al., 2008), contudo, no
presente estudo, foi um achado incidental de histopatologia em figados e branquias de
RP e em branquias de HG, assemelhando-se ao exposto na literatura (COUSIN et al.,
2003).

Em vista do mais recente impacto ambiental para regido costeira do Brasil, 0
derramamento de Oleo na costa em 2019, estudos de toxicidade e histologia com o
estudo de Magalhdes (2019) analisou impacto dentro dos trés primeiros meses apos o
evento (curto prazo) sobre peixes moluscos e crustaceos. Magalhdes (2019) néo
detectou diferenca entre costa norte e sul de Perambuco, e o impacto foi descrescente
em moluscos (134 ng g-1), crustaceos(73,9 ng g-1) e peixes (45,3 ng g-1. ); sendo mais
intenso em animais sem mobilidade, sésseis e tendo maior contribuicdo dos HPA de
baixo peso molecular de origem petrégénica. J& no trabalho de Costa (2023) realizado
apos trés anos do derramamento em Anomalocardia brasiliana mariscos e ostras,
Crassostrea rhizophorae diferencas foram encontradas entre litoral norte e sul de
Pernambuco com enfase no litoral Norte, porém foi marcado a diminui¢cdo das
concentragcbes medias de HPA quando comparadas com Magalhdes (2019) e maior
prevaléncia de HPAs de alto peso molecular de origem piolitica. Em ambos os trabalhos
ndo foi excedido o limiar de preocupacédo da ANVISA.

Além disso, no trabalho de Berttotti (2022) para as tartarugas encalhadas
Chelonia mydas, Lepidochelys olivaceae, e Caretta caretta, foram detectados elevadas
concetracdes de HPAs petrogénicos e pirogénicos em figado e musculo, sendo nos
figados maior presena de hpa de baixo peso molecular e no musculo presenca de hpa de
alto peso molecular; evidenciando assim a funcionalidade de biodiluicdo do figado para
com estes compostos. Mesmo com as concentragdes Y 40HPA detectados no figado
(202,2 ng g-*) e no musculo (231,1 ng g-*) n&o foram diretamente correlacionadas ao
derramamento de 6leo de 2019 e atreladas a curta tempo de exposi¢do aos compostos.

Com base nos trabalhos expostos que partem de premissas similares e resultados
diferentes para a mesma localidade, marca a grande influéncia do tempo de exposicédo
do animal ao comportamento do composto. Na presente investigacdo os resultados
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estatisticos sobre a idade dos animais, infere que seja ela maior ou menor, ndo possui
correlagéo significativa forte com o grau do indice histopatoldgico, ou seja, um animal
mais velho ndo necessariamente possui o indice histopatolégico mais alto em relagdo ao
mais jovem. Contudo o tempo de exposi¢cdo calculado a idade e tempo de exposicdo
que o animal tem, em Hypanus gutattus influencia significativamente o indice
histopatologico do figado. Com isso é possivel que elasmobranquios que tiveram maior
tempo expostos ao 6leo derramado em 2019, tiveram indices histopatoldgicos mais
elevados e isso ndo estd correlacionado com a idade do individuo e sim ao tempo de
permanéncia no local contaminado.

Em relacdo aos compostos organicos aqui detectados sd@o Hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos de alto peso molecular, mais de um anel benzénico e ndo sao
volateis e possuem provavel origem pirolitica e ndo sdo comumente derivados do
petréleo, atribuidos a queima incompleta de combustiveis fosseis nas zonas costeiras ou
embarcacdes. Pode-se sugerir que seja pela intensa intensa atividade portuaria e
industrial de Pernambuco (KOENING, et al., 2002), assim observado no sul do Brasil,
na praia do Casino, no trabalho de Martins (2020) a partir dos tecidos muscular,
sanguineo, branquial, hepético e ovariano da raia Pseudobatos horkelii com a detecgédo
de Benzo(a) antraceno, Benzo(g,h,i)perileno, Benzo(a)pireno, Benzo(a)fluoranteno,
criseno e fluoranteno e decorrerante da intensa atividade industrial, portuéria e naval da
regido.

Apenas nove compostos foram detectados, i1sso pode estar correlacionado com o
nimero de individuos analisados (10 amostras). Somado a isso, 0 6leo que atingiu a
regido do litoral de Pernambuco sofreu processos de transformagdo como o
intemperismo nos primeiros meses ap6s derramamento (SOARES et al., 2023),
caracterizando-se por sedimentacdo de compostos mais pesados e toxicos, tais como 0s
aqui encontrados. A presenca de compostos pesados no trabalho de Costa (2023) para
ostras e mariscos apoOs tés anos também salienta a hipétese de que o intemperismo
natural sobre o 6leo do derramamento. Os processos de evaporacao, volatilizagdo e
intemperismo sdo naturais para estes compostos e reduz o risco de contaminacdo do
pescado (ANVISA, norma técnica de 27/2019). Além disso, espera-se encontrar
menores concentracdes de HPAs em individuos que ocupam niveis tréficos mais altos
(HONDA E SUZUKI, 2020), como exposto por Magalhdes(2019), os descrecentes
valores com decorrente aumento do nivel trofico. No presente trabalho, as espeécies,

tanto R. porosus quanto H. guttatus sdo mesopredadoras (FISHBASE, 2023) o que
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reforca a indicacdo de taxas de HPAs menores.

Dos HPA detectados, apenas o Benzo(e)pireno ndo é um dos 16 HPA
prioritarios de acordo com a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos
(USEPA) ( EPA, 2023); O benzo[a]pireno é classificado no Grupo |, definitivamente
carcindgenos para humanos, na lista da Agéncia Internacional para Pesquisa do Cancér
(IARC), quanto ao benzo(b) pireno e o criseno pertencem ao grupo 2B (possivelmente
carcinogénico). De acordo com os estudos de Bernardo (2016) ha alguns compostos de
HPA que séo classificados no Grupo Ill da IARC, ou seja, eles ndo sdo classificados
guanto a sua carcinogenicidade, diante disso o estudo preve o potencial carcinogénico
dos compostos. Assim, Benzo(a)antraceno, Fluoranteno, Benzo(a)pireno, Criseno,
Benzo(e) pireno, Benzo(b)fluoreno e Benzo(a)fluoreno identificados no presente
trabalho segundo Bernardo (2016) possuem potencial para carcinogenicidade. Porém,
0s niveis de HPA/animal aqui encontrados podem ser classificados como “pouco
preocupantes”, tendo em vista que estdo abaixo de 6 pg/kg BaP equivalentes (ANVISA,
na norma técnica de 27/2019). As concentracdes dos demais compostos foram
calculados a partir da poténcia relativa de BaP, pois ndo se tem estimativas individuais
para cada composto e ndo sdo superiores ao valor explicito da ANVISA.

E importante destacar que, embora baixos, niveis de HPA circulantes
cronicamente podem trazer prejuizos aos organismos aquaticos. Raias Hypanus sabinus
sofreram reducdo na capacidade eletrosensorial apos exposicdo ao derramamento de
6leo na DeepWater Horizon (CAVE e KAJIURA, 2020). Além disso, injdrias teciduais
em pele, figado e cegueira sdo reportadas em peixes (DIGHIESH et al., 2019).

Acredita-se que as alteracdes reportadas aqui sejam reflexo direto da exposi¢édo
de r. porosus e h. guttatus a poluentes e conclui-se que o nivel poluicdo do litoral
pernambucano (LEITAO, 2007), impacta ativamente raias e tubardes, com maior
impacto em raias. Referente ao historio da regido, acredita-se que o mercurio e
compostos advindos da atividade porturdria sdo fortes contribuidores este impacto.
(KOENING, et al., 2002).
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Concluséao

Este trabalho produz um pardmetro quantitativo através de Bernet (1999) e
Zimmerli (2007) de comprometimento dos tecidos branquial, hepatico e renal de
elasmobranquios da costa Nordeste do Brasil, contribuindo para o monitoramento
ambiental do grupo. Os indices histolégicos individuais, aqui expostos indicam que
60% dos tubardes R. porosus e 70% das raias H. guttatus estdo comprometidas e com
salde alterada, respondendo a estresse e injurias cronicas. Os achados histopatologicos
encontrados nas branquias demostraram maior representatividade na variabilidade de
lesdes, plasticidade nas respostas fisiologicas, refletem como bons biomarcadores de
histologicos para elasmobranquios. As branquias mostraram um nova difenrenciacéo
celular mixomatoza apresentada para H. Guttatus, novos estudos com coloragcfes
especificas devem ser realizados para determinar exata funcionalidade desta
diferenciacdo, seja ela patologica ou ndo. O maior comprometimento encontrado nas
raias HG em virtude da elevadas respostas fisiologicas neste trabalho, acentua o uso de
batoides como bioindicadoras de poluicdo ambiental e reforca a necessidade de estudos
toxicologicos com esses elasmobranquios. Os HPA’s detectados ndo ultrapassam o
limite da ANVISA e sdo origem petrogénica. Acredita-se que seja relfexo da

industrializacéo e intensa atividades portuarias de Pernambuco.
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CONSIDERACOES FINAIS

Elasmobranquios foram considerados bons bioindicadores de poluicdo
ambiental, com destaque para H. gutattus. O tempo de exposi¢cdo a um toxico € um
fator crudial na intensidade da agressdo e impacto ambiental. O monitoramento
ambiental deve ser realizado no ambito das espécies bioindicadoras para previnir e
norterar situagdes de exposicdo como derramamentos e descargas de compostos
organicos e inorganicos.

As repostas fisiologicas dos animais aquaticos precisa ser entendida e
estabelecida, a fim de elucidar caminhos na reestruturacdo dos ecosistémas. Considera-
se imprescidivel realizacdo de pesquisas envolvendo elasmobranquios na América do
Sul, devido a forte industrializacdo e declineo das espécies. Se torna necessario
estabelecer limites de toxinas acurados, definir concentracfes toleraveis de poluentes
para espécies em elasmobranquios no Brasil e no mundo. A gestdo sustentavel deve
ser aprimorada nos governos, a fim de remediar e buscar 0 menor impacto dos

efluentes contaminantes com o meio aquatico.
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