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Resumo

A presente tese teve como objetivo principal diagnosticar a qualidade ambiental de dois
importantes complexos estuarinos do estado de Pernambuco, a partir da utilizacdo da
ictiofauna como bioindicador e da acetilcolinesterase (AChE) presente no cérebro das
espécies Centropomus undecimalis, Diapterus auratus e Diapterus rhombeus como
biomarcador enzimatico. Para o capitulo 1, biodiversidade ictiofaunistica foi descrita no
Complexo Estuarino do Canal de Santa Cruz (CECSC) e o Complexo Estuarino do rio
Sirinhaém (CERS), afim de identificar o uso destes ambientes pelas espécies de peixes, em
diferentes estacdes do ano. A captura da ictiofauna ocorreu no periodo diurno, durante os anos
de 2012 a 2015 utilizando uma arte de pesca ativa e uma passiva com o intuito de melhor
representar a biodiversidade em cada area. Um total de 47.014 espécimes pertencentes a 137
especies (118 espécies no CECSC e 60 no CERS) foram observados. Destaca-se a importancia
ecoldgica e socioecondmica dos dois complexos estuarinos tropicais (CECSC e CERS),
indicando que a ictiofauna utiliza esses complexos principalmente como area de crescimento
e que pode estar havendo um efeito dos impactos antrépicos principalmente em relacdo ao
CECSC. Para o capitulo 2, a AChE do cérebro das espécies C. undecimales, D. auratus e D.
rhombeus, oriundos da pesca artesanal realizada no rio Ariquinda, municipio de Tamandaré,
foi caracterizada e sua atividade ensaiada na presenca de inibidores especificos (BW284c51,
Neostigmina, Eserina e Iso-OMPA), metais (Cd?*, Hg?*, Zn?*, Cu?*, As** e Pb?*) e pesticidas
(diclorvos, carbaril e carbofuran). A AChE foi identificada como a ChE predominante no
cerebro das espécies com pH 6timo entre 7,0 a 8,0, temperatura 6tima entre 40 e 45 °C e
aproximadamente 60% da atividade foi mantida até 50 °C. Os resultados indicaram que a
AChEs dessas espécies podem ser utilizadas como biomarcadores da exposicao a pesticidas,
bem como dos metais Hg?*(D. rhombeus), As** (D. auratus e D. rhombeus) e Cu?" (D.
auratus) em amostras ambientais. Para o capitulo 3 avaliou os niveis de metais pesados (As®*,
Cd?*, Cu?*, Hg?*, Pb?* e Zn?*) nos sedimentos do CECSC e do CERS bem como verificou se
as concentracOes desses ions estdo acima dos niveis estipulados pela legislacdo brasileira,
além de identificar se 0s mesmos estdo inibindo a atividade da AChE presente no cérebro das
espécies C. undecimalis, D. auratus e D. rhombeus nos periodos seco e chuvoso. Para cada
area e periodo sazonal, foram coletados sedimentos e adquiridos cinco individuos de cada
espécie junto aos pescadores artesanais em cada complexo es tuarino. O As, Cu e 0 Zn foram
determinados através do método de ativacdo neutrdnica, o Hg foi determinado por
Espectrometria de Absorcdo atdbmica com geracdo de vapor frio, o Cd e o Pb foram
determinados por espectrometria de Absorcdo Atdmica com Atomizacdo Eletrotérmica.
Foram identificados os niveis de atividade da AChE presente no tecido cerebral dos individuos
pertencentes as suas respectivas espécies. No periodo seco foram observadas menores
atividades da AChE para as trés espécies (p<0,05) em consonancia com concentracdes de Hg
superiores aos limites estipulados pela legislacdo brasileira o que leva a crer que as altas
concentragdes estdo alterando a fisiologia neuroldgica das espécies em estudo, representando
um impacto ambiental, que pode, via cadeia alimentar, interferir na salide humana. Os
resultados do diagndstico obtidos na presente tese, avaliados a partir do uso da ictiofauna com
bioindicadora em conjunto com a AChE presente no tecido cerebral das espécies C.
undecimalis, D. auratus e D. rhombeus como biomarcador de qualidade ambiental, indicaram
que ambos os complexos estuarinos estdo sendo afetados pelas a¢des antrdpicas.

Palavras-chave: Bioindicadores; biomarcadores; acetilcolinesterase; ictiofauna



Abstract

The main objective of this thesis was to diagnose the environmental quality of two important
estuarine complexes in the state of Pernambuco, using the ichthyofauna as a bioindicator and
the acetylcholinesterase (AChE) present in the brain of the species Centropomus undecimalis,
Diapterus auratus and Diapterus rhombeus as biomarker of the enzymatic activity. For
chapter 1, ichthyofaunistic biodiversity was described in the Santa Cruz Channel Estuary
Complex (CECSC) and the Sirinhaém River Estuarine Complex (CERS), in order to identify
the use of these environments by fish species, in different seasons along the year. The catch
of the ichthyofauna occurred during the diurnal period, from 2012 to 2015 using an active and
passive fishing gear in order to better represent the biodiversity in each area. A total of 47.014
specimens belonging to 137 species (118 species in the CECSC and 60 in the CERS) were
caught. The ecological and socioeconomic importance of the two tropical estuarine complexes
(CECSC and CERS) was evident, indicating that the ichthyofauna uses these complexes
mainly as nursery and growing area and wich may be having an effect of the anthropic impacts
mainly in relation to the CECSC. For chapter 2, the AChE in the brain of C. undecimales, D.
auratus and D. rhombeus, from the artisanal fishery in the Formoso River, was characterized
and its activity tested in the presence of specific inhibitors (BW284c51, Neostigmine (Cd?*,
Hg?*, Zn?*, Cu?*, As®*" and Pb?") and pesticides (dichlorvos, carbaryl and carbofuran). The
AChE was identified as the predominant ChE in the brains of species with optimum pH
between 7.0 and 8.0, optimum temperature between 40 and 45 °C and approximately 60% of
the activity was maintained up to 50 °C. The results indicated that the AChEs of these species
can be used as biomarkers of exposure to pesticides, as well as metals Hg?* (D. rhombeus),
As®* (D. auratus and D. rhombeus) and Cu?* (D. auratus) in environmental samples. In
chapter 3 was assessed heavy metals levels (As3 +, Cd 2+, Cu 2+, Hg 2+, Pb 2+ and Zn 2+)
in the CECSC and CERS sediments and found that the concentrations of these ions are above
the levels stipulated by Brazilian law, and identify if they are inhibiting the activity of AChE
present in the brain of the species C. undecimalis, D. auratus and D. rhombeus in dry and
rainy seasons. For each area and seasonal period, sediments were collected and five
individuals of each species were collected from artisanal fishers in each estuarine complex.
The As, Cu and Zn were determined by the neutron activation method, the Hg was determined
by Atomic Absorption Spectrometry with cold vapor generation, Cd and Pb were determined
by Atomic Absorption Spectrometry with Electrothermal Atomization. The levels of AChE
activity present in the brain tissue of individuals belonging to their respective species were
identified. In the dry period, smaller AChE activities were observed for the three species (p
<0.05) in consonance with Hg concentrations higher than the limits stipulated by Brazilian
legislation, which leads to the belief that high concentrations are altering the neurological
physiology of the studied species, representing an environmental impact, which can, via the
food chain, interfere in the human health. The diagnostic obtained as result in the present
thesis, evaluated using the bioindicator ichthyofauna together with the AChE present in the
brain tissue of the species C. undecimalis, D. auratus and D. rhombeus as environmental
quality biomarker, indicated that both estuarine complexes are being affected by
anthropogenic actions.

Key words: Bioindicators; biomarkers; acetylcholinesterase; icthyofauna.
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1- Introducéo

Os ecossistemas estuarinos possuem importantes fungdes ecoldgicas, como
transferéncia de nutrientes e matéria organica para aguas costeiras adjacentes, sao habitats
vitais para espécies de importancia comercial, além de gerar bens e servicos para
comunidades locais (CLARK, 1996). Entretanto, dado o adensamento populacional e
consequentemente, dos impactos advindos das acBes antropogénicas, que afetam a
qualidade da &gua e dos sedimentos, interferindo na saude dos organismos que habitam
essas areas (ASUQUO et al., 2004; EDDY, 2005), os estuarios vém recebendo forte
atencdo dos pesquisadores em varias partes do mundo (JOHNSTON, 1981; COOPER,
2009; BLABER, 2002, 2012).

Dentre as principais alteracdes nos ambientes estuarinos, destacam-se o
desmatamento dos manguezais, pesca predatéria, implantagéo de fazendas de camardes,
expansdo agricola, urbana e industrial/portuaria, despejos de efluentes e residuos sélidos;
gue vem comprometendo a biodiversidade dos ecossistemas estuarinos em todo 0 mundo,
alterando a composic¢do e funcionamento dos ecossistemas (VIEIRA & SHIBATTA,
2007; BLABER, 2002, 2008, 2009, 2012; WEERTS e CYRUS, 2002; SINGKRAN e
SUDARA, 2005; ECOUTIN et al., 2010; ORIBHABOR e OGBEIBU, 2010; VIANA et
al., 2010, 2012, 2014; MOURAO et al., 2014).

A intensidade dos impactos antropicos sobre a salde dos ambientes e organismos
aquaticos podem ser determinadas através da utilizacdo de indicadores ambientais que
sdo definidos, de acordo com Whitfield e Elliot (2002), como medidas fisica, quimica,
bioldgica ou socioeconémica que melhor representa os elementos chaves do ecossistema
complexo. Os indicadores em diferentes niveis de organizacdo bioldgica fornecem

informag6es complementares, necessarias para a analise de risco ecoldgico (BAPTISTA
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et al., 2003). Bioindicadores e biomarcadores sdo ferramentas confidveis e eficientes na
identificacdo da qualidade dos ecossistemas aquaticos (MARTINHO et al., 2016)

A expressdao “bioindicador” estd associada a distirbios fisicos, quimicos e
estruturais dos ambientes, que ocasionam alteracfes em uma dada populacéo, servindo
como um “sinal de alerta precoce” de que medidas corretivas devem ser tomadas para
abrandar e restaurar, da melhor forma possivel, o presente meio (SPILLER et al., 2018).

O termo “biomarcador” refere-se a especificidade na qual as alteragdes
morfofisiolégicas em organismos indicam a presenca e agdo de determinados
xenobidticos (BORGES, 2015; MARTINHO et al., op. cit). Os biomarcadores sdo
eficientes em identificar as primeiras respostas a contaminacdo ambiental que podem ser
observadas nos niveis mais baixos de organizacao bioldgica (bioquimico e fisiologico dos
organismos), e por essa razao elas representam medidas rapidas e de maior sensibilidade
na analise da contaminagdo ambiental (BUCKLER e TILITI, 1996; OOST et al., 2003;
VIANA et al., 2013).

Os peixes vém sendo amplamente utilizados como organismos bioindicadores de
qualidade ambiental (GOULART e CALLISTO, 2003; VIEIRA e SHIBATTA, 2007;
FALCAO et al., 2008; SOARES et al., 2011; SOUZA, 2012; VIANA e FREDOU 2014;
FISCH et al., 2016; DIAS et al., 2017). De certa forma sdo faceis de coletar e identificar,
sdo persistentes, se recuperam rapido dos distlrbios naturais e sdo consumidos por
humanos, o que os tornam essenciais para avaliar o risco ecoldgico e a salde publica
(WHITFIELD e ELLIOTT, 2002; JARAMILLO-VILLA e CARAMASCHI, 2008;
VIANA et al., 2010, 2012). Além disso, os peixes possuem adaptacdes evolutivas e

limites de tolerancia a diferentes alteragcdes ambientais (GOULART e CALLISTO, 2003).
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Varios tipos de biomarcador sdo utilizados como indicador da qualidade ambiental,
tais como: histopatolégicos (LINS et al., 2010; VIANA et al., 2013), hematoldgicos
(VENTURA et al., 2015) e enzimaticos (COGO et al., 2009; ASSIS et al., 2010, 2012;
VIANA et al., 2013 Op. cit.; ARAUJO et al., 2016b).

A Acetilcolinesterase (AChE) é um importante biomarcador enzimatico e esta
presente em varios tecidos (principalmente os cerebrais) de espécies de peixes (dulcicolas
e estuarinas/marinhas) que, apos testes in vitro e in vivo, vem se mostrando como uma
das principais enzimas biomarcadoras de neurotoxidade de ambientes aquaticos
contaminados por pesticidas (principalmente os organofosforados e carbamatos) e metais
pesados (ASSIS et al., 2010, 2012, 2014, 2015; MENENDEZ-HELMAN et al., 2015;
WANG et al., 2015; ARAUJO et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2017; SINGH et al., 2018).

Essa enzima exerce um papel de fundamental importancia principalmente no
cérebro dos organismos vivos, pois € responsdvel por hidrolisar o neurotransmissor
acetilcolina (ACh) nas sinapses colinérgicas com o intuido de assegurar que os impulsos
nervosos responsaveis pela comunicacdo dos neur6nios ocorram de forma intermitente
(WESTFALL e WESTFALL, 2006; ASSIS et al.,, 2014; ARAUJO et al., 2016a;
ARAUJO et al., 2016b).

A sua inibicdo, ocasionada principalmente por pesticidas organofosforados e
carbamatos (SILVA et al., 2013; ALBENDIN et al., 2016), ocasiona o actmulo de
acetilcolina (ACh) na fenda sinéptica e a hiperestimulacéo dos receptores pds-sinapticos,
desenvolvendo a sindrome colinérgica, que ocasiona desde transpiracdes e secre¢des em
excesso a convulsdes, falha respiratoria e morte em casos mais graves (LARINI, 1999;
CALDAS, 2000).

A regido costeira do Brasil é ampla e variada, alcancando em uma linha continua

de costa mais de 8 mil quildmetros de extensdo, sendo considerada uma das maiores do
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mundo (WWF, 2018). A regido nordeste do Brasil abriga uma grande quantidade de
estuarios e ainda contém uma consideravel area de manguezais bem estruturados
(CABRAL etal., 2005), intensamente utilizadas por comunidades pesqueiras, como fonte
de renda e proteina (PAIVA et al., 2009). O estado de Pernambuco, no nordeste do Brasil,
possui 187 km de litoral distribuidos entre 0 municipio de Goiana (litoral norte) até a
cidade de Séo José da Coroa Grande (litoral sul) (FIDEM, 1987). Nesse trecho, as areas
de mangue ocupam aproximadamente 25 mil hectares e estdo distribuidos em 17 zonas
estuarinas (PAIVA e ARAUJO, 2010), dos quais, muitas estdo sendo devastados pelos
desmatamentos, processos erosivos, lancamento de poluentes provenientes da agricultura
da cana-de-agucar, efluentes domésticos e industriais e das fazendas de cultivo de peixes

e camardes (SOUZA e SAMPAIO, 2001; CPRH, 2003a, 2003b; CABRAL et al., 2005).

Os complexos estuarinos do Canal de Santa Cruz (CECSC) e do rio Sirinhaém
(CERS) séo parte destas 17 areas estuarinas e apresentam uma variada fauna, oferecendo
ambientes propicios para a alimentacdo da ictiofauna e de outros organismos. Estes
ambientes sdo utilizados pelas comunidades que ficam prdximas as suas margens atraves
das atividades extrativistas, como a pesca artesanal e ostreicultura e também para o
turismo ecoldgico, exercendo um importante papel socioeconémico e ecoldgico para o

estado de Pernambuco (CPRH, 2001).

O CECSC, é provavelmente uma das &reas mais impactadas do estado de
Pernambuco, pelo fato de sofrer, ao longo dos anos, com ocupagdes indevidas do solo,
pesca predatdria e o turismo (MEYER, 1996), desmatamento, e a falta de saneamento
basico nos municipio localizados em suas margens, que lancam, diariamente, todo
efluente doméstico em sua grande maioria sem passar por nenhum tipo de tratamento (in
natura), bem como os efluentes oriundos das carcinicultura (LIRA et al., 2010). Esse

complexo também sofre com os impactos antropogénicos ocasionados pela contaminacéo
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por mercurio (Hg) em seus sedimentos oriundos dos efluentes da industria de Soda-Cloro
que operou por um periodo de quase 25 anos (1963 a 1987) no trecho do rio Botafogo,
um dos principais rios que desaguam no Canal de Santa Cruz (MEYER, op. cit; LIMA,
2008; LIMA et al., 2009; GONDIM, 2015, MEYER e MEDEIROS, 2017). O CERS ¢
uma area que vem sofrendo ha muitos anos com os residuos e efluentes das usinas de
acucar e destilarias de alcool existentes na sua bacia (Braga, 1986). Além disso, esse
complexo recebe grande aporte de efluentes domésticos, industriais e das grandes
fazendas de carcinicultura, que chegam a ocupar 70 ha de area de manguezal (LIRA e
FONSECA, 1980; SELVA et al., 2007; SILVA e NETO, 2015). Estes impactos podem
afetar a ictiofauna através de alteragdes nos ciclos bioldgicos das espécies, ocasionar
perda na biodiversidade e reducdo na produtividade pesqueira, além de alteracbes
bioguimicas e fisioldgicas ocasionadas pela presenca de substancias que possivelmente
estédo acima dos limites propostos pela legislacdo brasileira.

As espécies Centropomus. undecimalis (camurim ou robalo) e as carapebas,
como sdo conhecidas as espécies Diapterus auratus e Diapterus rhombeus, séo
amplamente distribuidas nos estuarios de Pernambuco, incluindo o CECSC e CERS
(MERIGOQT etal., 2016; SILVA-JUNIOR et al., 2016), onde sédo importantes como fonte
de alimento e de renda, uma vez que sdo bastante capturadas pela pesca artesanal no
estado (CHEN et al., 2007; SANTOS e ROCHA 2007; IBAMA, 2008). Estas espécies
fazem parte de diferentes guildas alimentares, sendo o C. undecimalis piscivoro (LIRA et
al., 2017), e as especies D. auratus, e D. rhombeus, zoobentivoro e zooplanctivoro,
respectivamente (TEMOTEO et al., 2015). Espécies inseridas em nivel tréfico diferentes
podem sofrer com variados niveis de contaminacao devido a gradacdo da bioacumulagéo

dos poluentes ao longo da cadeia alimentar (CHEN e FOLT, 2005; NANINI-COSTA et
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al., 2016). Pelas razfes supracitadas acima, estas espécies serao utilizadas nos estudos de
caso desta presente tese.

O presente estudo teve como objetivo diagnosticar a qualidade ambiental de dois
importantes complexos estuarinos do estado de Pernambuco, a partir da utilizacdo da
ictiofauna como bioindicador e da acetilcolinesterase presente no cérebro das espécies C.
undecimalis, D. auratus e D. rhombeus como biomarcador enzimatico.

Para cumprir com o objetivo proposto, a presente tese € composta por trés
capitulos. O primeiro, intitulado “Utilizacdo da ictiofauna como ferramenta na
identificacdo de impactos antropicos em dois estuarios neotropicais”, tem o objetivo de
descrever a ictiofauna em dois complexos estuarinos do estado de Pernambuco, nordeste
do Brasil, e caracterizar o uso destes ambientes como areas de crescimento e reproducao
pelas espécies de peixe. Estas informacdes sdo uteis para identificar as alteragdes na
biodiversidade ictiofaunistica ocasionadas pelas diversas pressfes antropicas
intensamente realizadas nesses ambientes.

O segundo capitulo, intitulado “Acetilcolinesterase de trés espécies de
perciformes: da caracterizagdo ao efeito de metais e pesticidas”, tem como objetivo,
caracterizar os parametros fisico-quimicos e cinéticos da AChE cerebral das espécies C.
undecimalis, D. auratus e D. rhombeus, e avaliar os efeitos (in vitro) de pesticidas e ions
metalicos sobre as suas respectivas atividades a fim de investiga-las futuramente como
possiveis biomarcadores de exposi¢do a agentes anticolinesterasicos, acima dos niveis
estabelecidos por leis nacionais e internacionais, nos ambientes que constituem o habitat
dessas espécies.

O terceiro capitulo, intitulado “Utilizacdo da acetilcolinesterase cerebral de trés
espécies de peixe como biomarcador de poluigdo em dois estuarios neotropicais”, teve

como objetivo, avaliar os niveis de metais pesados (As®*, Cd?*, Cu?*, Hg?", Pb?* e Zn?")
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nos sedimentos desses dois importantes complexos estuarinos do estado de Pernambuco
e verificar se as concentracdes desses elementos estdo acima dos niveis estipulados pela
legislacdo brasileira, além de identificar se os mesmos estdo influenciando negativamente
a atividade da AChE presente no cérebro das espécies de peixes C. undecimalis, D.
auratus e D. rhombeus.

Espera-se que ao final dessa pesquisa, seja obtido um diagnéstico da saude da
ictiofauna nos dois complexos estuarinos avaliados e o desenvolvimento de uma
metodologia eficiente (a partir do uso da ictiofauna com bioindicadora em conjunto com
a Acetilcolinesterase como biomarcador) que possa ser replicada em outros ambientes

estuarinos.
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Utilizacdo da ictiofauna como ferramenta na identificacdo de impactos antrépicos

em dois estuarios neotropicais

Resumo: O estudo da biodiversidade em ecossistemas aquaticos vem se tornando uma
importante ferramenta, capaz de interpretar as alteragdes ecologicas ocasionadas pelos
impactos antropicos. O presente trabalho teve como objetivo principal descrever a
biodiversidade da ictiofauna de dois complexos estuarinos neotropicais localizados no
estado de Pernambuco (nordeste do Brasil): o Complexo Estuarino do Canal de Santa
Cruz (CECSC) e o Complexo Estuarino do rio Sirinhaém (CERS), identificando o uso
destes ambientes pelas espécies de peixes, em diferentes estagdes do ano. A captura da
ictiofauna ocorreu no periodo diurno, nas marés de sizigia durante os anos de 2012 a 2015
nos periodos seco e chuvoso. Em ambos complexos estuarinos, foram utilizados uma arte
de pesca ativa e uma passiva com o intuito de melhor representar a biodiversidade na
area, explorando o maximo de ambientes possiveis. Um total de 47.014 espécimes
pertencentes a 137 espécies (118 espécies no CECSC e 60 no CERS) foram observados.
Os resultados mostram um elevado percentual de individuos de pequeno porte,
principalmente no CECSC (91 %). Um total de 24,5% e 18,3% apresentaram CT médio
abaixo do comprimento de primeira maturacdo (Ls)) em CECSC e CERS
respectivamente. Esse percentual € elevado e preocupante principalmente para espécies
de importancia comercial, como aquelas das familias Lutjanidae, Carangidae, Gerreidae,
Mugilidae e Scianidae, cuja proporcdo varia de 40 a 100%. Adicionalmente, foi
observada a presenca de espécies pertencentes as categorias Vulneraveis (VU), Dados
Deficientes (DD) e Quase Ameacada (NT), o que implica na necessidade de atencéo em
relagcdo ao manejo e preservacao da ictiofauna local. As informagdes obtidas no presente
trabalho destacam a importancia ecoldgica e socioecondmica dos dois complexos
estuarinos tropicais (CECSC e CERS). Os resultados indicam que a ictiofauna utiliza
esses complexos principalmente como area de crescimento e que pode estar havendo um
efeito dos impactos antrépicos principalmente em relacdo ao CECSC.

Palavras chave: ictiofauna, biodiversidade, estuario, impactos antropicos.

3. 1 Introdugéo

Os estuarios sao ecossistemas de alta produtividade onde as &guas de rio se
misturam com &guas marinhas, produzindo gradientes de salinidade. Nestas regides, a
compartimentalizacéo fisica e a heterogeneidade espacial (vertical e horizontal) sdo muito
mais acentuadas do que em outros ecossistemas aquaticos, tais como lagos e oceanos.
Dessa forma, a fauna aquéatica deve estar adaptadas as condicBes ambientais
extremamente oscilantes. Em regides tropicais, 0s estudrios sdo importantes na
fertilizacdo das aguas costeiras e na manutencdo de estoques de espécies de importancia
comercial (TUNDISI e TUNDISI, 2008).
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As areas estuarinas sao expostas a uma variedade de impactos antrdpicos,
principalmente devido aos multiplos usos, que ocasionam diversos desequilibrios em sua
dindmica natural (ARAUJO e FREIRE, 2007). Aproximadamente 60% das cidades do
mundo estdo implantadas proximas aos estuarios (Miranda, 2002) e, gradativamente, as
pressdes antropicas exercidas pelas atividades realizadas nessas cidades, tais como,
desmatamento, pesca predatoria, queimadas, aterro, deposicdo de lixo, dragagem,
construcdo de barragens, portos e marinas, aquicultura, agricultura, drenagem urbana,
desenvolvimento industrial, turismo, recreagdo e lazer, vem aumentando
significativamente, com o passar dos anos (SANTANA et al., 2015).

Os impactos causados por essas atividades podem acarretar em mudangas na
estrutura trofica, alteracdo de locais de desova e do recrutamento, bem como na
diminuicdo da biodiversidade, alterando, consequentemente, todo o ecossistema (SILVA,
1995; LOPEZ-ROJAS & BONILLA-RIVERO, 2000; SMITH & BARRELLA, 2000;
EDDY, 2005; VIEIRA & SHIBATTA, 2007; VIANA et al., 2010). Adicionalmente,
alteracdes na qualidade da agua podem desencadear infeccdes por patdgenos e parasitas
em espécies comercialmente importantes (KENNISH, 1986; MIRANDA et al., 2002). No
estado de Pernambuco, regido nordeste do Brasil, os complexos estuarinos do Canal de
Santa Cruz e do Rio Sirinhaém apresentam uma variada fauna e oferecem ambientes
propicios para a reproducdo de muitas espécies e, além de serem utilizados em atividades
extrativistas, fornecem condicOes para a realizacdo da pesca artesanal estuarina,
ostreicultura e também para a o turismo ecoldgico, exercendo um importante papel social,
econdmico e ecolodgico para o estado (CPRH, 2001). Entretanto, esses complexos sofrem
com as acles antropicas decorrentes de diversas atividades que sdo desenvolvidas em
seus entornos.

O estuério do Canal de Santa Cruz, ao longo dos anos, tem sofrido com o
crescimento desordenado, ocupacéo indevida do solo (predominam a cultura de cana de
aclcar e pequenas monoculturas), a pesca predatoria e o turismo (MEYER, 1996). Lira
et al. (2010a) destaca ainda o desmatamento, a carcinicultura e a falta de saneamento
basico no municipio, que langa todo efluente doméstico, “in natura”, diretamente no
Canal de Santa Cruz. Além disso, impactos antropogénicos ocasionados pela
contaminacdo por mercurio (Hg) em sedimentos do complexo estuarino do Canal de
Santa Cruz pelos efluentes da industria de Soda-Cloro s@o bem documentados (Lima,
2008; Lima et al., 2009; Gondim, 2015). Os manguezais do municipio de Sirinhaém,

estdo entre 0s mais expressivos desse estado. Entretanto, a zona estuarina de Sirinhaém
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sofre com impactos ocasionados pela poluicdo agricola (principalmente das industrias
sucroalcooleira), fazendas de carcinicultura e a pesca (LIRA e FONSECA, 1980;
MERIGOT et al., 2016).

De acordo com Freitas et al. (2007), o estudo da biodiversidade em ecossistemas
aquaticos vem se tornando uma importante ferramenta capaz de interpretar as alteracdes
ecologicas ocasionadas pelos impactos antropicos que resultam na extincao de inimeras
espécies de peixes, antes mesmo que elas sejam descritas pelos pesquisadores. Castro
(1997) afirma que a ampliagdo do conhecimento sobre a assembleia de peixes,
principalmente a respeito da estrutura e organizacdo dos componentes ictiofaunisticos,
constitui um importante instrumento para auxiliar na gestdo adequada desses recursos
naturais. Além disso, essas informacdes podem auxiliar no ordenamento integrado dos
sistemas estuarinos, sendo imprescindiveis para subsidiar as a¢cdes de manejo pesqueiro
(GASALLA e SOARES, 2001).

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo descrever a ictiofauna em
dois complexos estuarinos do estado de Pernambuco, nordeste do Brasil, e caracterizar o
uso destes ambientes como areas de crescimento e reproducao pelas espécies de peixe.
Estas informacdes sdo Uteis para identificar as alterac6es na biodiversidade ictiofaunistica

ocasionadas pelas diversas pressdes antropicas intensamente realizadas nesses ambientes.

3.2 Metodologia
3.2.1 Area de estudo

Foram selecionadas duas areas, sendo uma localizada no litoral norte e outra no
litoral sul do estado de Pernambuco, regido Nordeste do Brasil. No litoral norte, a area
estudada estd inserida no Complexo Estuarino do Canal de Santa Cruz (CECSC),
municipio de Itapissuma (Fig. 1). Este estuério recebe dguas de uma representativa rede
hidrica composta pelos estuarios dos rios Igarassu, Botafogo, Arataca, Carrapicho e
Catuama (CPRH, 2003).

No litoral sul, a regido de Barra de Sirinhaém fica localizada no municipio de
Sirinhaém e apresenta vasta faixa de manguezal. Nesta area esta localizado o Complexo
Estuarino do Rio Sirinhaém (CERS), litoral sul de Pernambuco, a 70 km da capital Recife
(Fig. 1). O Rio Sirinhaém possui diversos bra¢os como os rios Arrumador, Trapiche e
Aquira, que constituem um amplo complexo estuarino onde sdo encontradas varias
lagoas, numerosas ilhas e um extenso manguezal (LIRA et al., 2010b). Essa area €

considerada uma regido com extrema importancia bioldgica que exerce forte influéncia
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sobre a Area de Protecdo Ambiental de Guadalupe (Fig. 1).
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Fig. 1. Localizacdo das areas de estudo e o detalhamento dos pontos de coletas realizados
nos estuarios no Complexo Estuarino do Canal de Santa Cruz (CECSC) e no Complexo
Estuarino do Rio Sirinhaém (CERS), durante os anos de 2012 a 2015.

3.2.2 Coleta de Dados

A captura da ictiofauna ocorreu no periodo diurno, nas marés de sizigia, durante
os anos de 2012 a 2015. Essas amostragens foram realizadas durante os periodos seco e
chuvoso (seco: outubro, novembro, dezembro, janeiro, fevereiro e margo, precipitacdo
média <100 mm; chuvoso: maio, junho, julho, agosto e setembro — precipitacdo média >
200 mm; Agéncia Pernambucana de Aguas e Clima - APAC). Em ambos complexos
estuarinos, foram utilizados uma arte de pesca ativa e uma passiva com o intuito de
melhor representar a biodiversidade na area, explorando 0 maximo de ambientes
possiveis. No CECSC, foram utilizados dois petrechos de pesca, camboa (arte de pesca
passiva) e mangote (arte de pesca ativa). Para o0 CERS, foram utilizados a camboa e o
arrastdo de praia (arte de pesca ativa).

A camboa utilizada em ambas areas era uma réplica das redes utilizadas na pesca

artesanal local. A rede possuia 1,90 m de altura, 80 m de comprimento e malha de 70 mm
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(n6s opostos) e foi utilizada trimestralmente, ao longo da floresta de mangue e/ou em
pequenos canais. Na maré baixa, a parte inferior da rede era fixada no sedimento lamoso
e, na maré alta, a parte superior era suspensa e amarrada a estacas de madeira que
possuiam altura superior ao nivel maximo da agua. O bloqueio era iniciado ao final da
maré alta e perdurava por todo o ciclo da maré vazante, aproximadamente 6 horas (Fig.2).

As coletas utilizando o mangote e o arrastdo de praia foram realizadas com o0s
apetrechos dos pescadores artesanais locais. O mangote possuia 8 m de altura de corpo,
3,3 m de altura nas laterais, 75 m de comprimento e malha 10 mm (nés opostos). Essa
rede foi utilizada mensalmente no periodo de baixa-mar. Em cada coleta foram realizados
3 lances com 20 minutos de duracdo cada um (Fig. 2). O arrastdo de praia possuia 5 m de
altura, 180 m de comprimento e malhas com 48, 25 e 20 mm na manga, na parte costeira
e no ensacador, respectivamente. As amostragens foram realizadas trimestralmente no
periodo de baixa-mar. Em cada amostragem foram realizados 3 lances com 50 minutos

de duracédo cada um (Fig. 2).

[ AREA ] PERIODO [ ARTE DE PESCA ] FREQUENCIA DAS COLETAS ]
SECO |
| MANGOTE |— Mensal —jan/2013 a fev/2015
CHUVA
CECsC
SECO . . .
_| CAMBOA |_ Trimestral — jan/2013 a fev/2015
CHUVA
-SECO .
ARRASTAO DE H  Trimestral — mar/2013 a mai/2014
| CHUVA | PRATA
CERS
SECO
—| CAMBOA |— Trimestral — Out/2012 a jun/2014
CHUVA

Fig. 2. Detalhamento das coletas realizados nos estuarios no Complexo Estuarino do
Canal de Santa Cruz (CECSC) e no Complexo Estuarino do Rio Sirinhaém (CERS),
durante os anos de 2012 a 2015.

As amostras foram acondicionadas em caixas isotérmicas com gelo
imediatamente ap6s a sua coleta e conduzidas ao Departamento de Pesca e Aquicultura
(DEPAQ) da Universidade Federal de Rural de Pernambuco (UFRPE), onde foram

mantidas nos freezers para posterior analise. Em laboratdrio, as espécies capturadas foram
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identificadas de acordo com chaves taxonémicas especializadas (e.g. MENEZES e
FIGUEIREDO, 1980, 1985; FIGUEIREDO e MENEZES, 1978, 1980, 2000).

Logo apos a identificacdo das espécies, os individuos foram contados, medidos
(comprimento total - cm) e pesados (peso total - g). Em seguida, foi realizado um
seccionamento na regido ventral a partir do poro urogenital, para a retirada da gdnada de
cada espécime. As gbnadas removidas foram pesadas e, sempre que possivel, feita a
identificacdo do sexo e do estadio de maturacdo. A metodologia empregada para
classificacdo das gonadas quanto ao grau de desenvolvimento foi adaptada de acordo com
VAZZOLER (1996), a saber: estadio “A” ou “imaturo”; “B” ou “em maturagdo”; “C” ou

“maduro”; “D” ou “esvaziado”.

3.2.3 Anélise de dados
3.2.3.1 Caracterizagéo da ictiofauna e uso do ambiente

A contribuicdo em termos de percentual do ndmero de individuos (% N) e
biomassa (% B) de cada especie foi avaliada para cada complexo estuarino. O
comprimento total méximo e o comprimento médio das espécies capturadas no presente
estudo foram comparados com o comprimento maximo observado (Lmax) € O
comprimento de primeira maturacdo (Lso), disponiveis na literatura. Foram priorizados
primeiramente as informacfes obtidas através da literatura regional, em seguida a
nacional e por fim, dados obtidos a partir do banco de informacdes do projeto fishbase
(FROESE e PAULY 2007).

As categorias da Lista Vermelha da Unido Internacional para Conservacao da
Natureza (UICN) incluiram, neste estudo, 6 niveis de risco de extin¢do: Criticamente em
Perigo (CR), Em Perigo (EN), Vulnerdvel (VU), Quase Ameacadas (NT), Menos
Preocupante (LC) e Dados Deficientes (DD). Os critérios de classificacdo, as diretrizes
de aplicacdo e a metodologia da Lista Vermelha da IUCN sobre como aplicar os critérios
sdo detalhados na IUCN (2014). As informacGes foram obtidas de uma avaliacdo
regional, coordenada pelo Ministério do Meio Ambiente (MMA), através do Institudo
Chico Mendes de Conservacgéo da Biodiversidade (ICMBio) (ICMBio, 2016), de 2009 a
2014.

As espécies capturadas nos dois complexos estuarinos foram classificadas através
da utilizacdo do terceiro quartil (Qs/4) dos valores de comprimento total de cada espécie.
Espécies que apresentavam 75% dos espécimes com comprimento total inferior a 15 cm

foram classificadas como de pequeno porte (P), entre 15 e 30 cm, médio porte (M) e com
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comprimento total superior a 30 cm, foram classificadas como de grande porte (G)
(VIANA et al., 2010; VIANA e LUCENA FREDOU, 2014).

O uso dos dois complexos estuarinos (CECSC e CERS) e seus respectivos
periodos sazonais como possiveis areas de reproducéo, foi caracterizado pela presenga de
individuos com gonadas nos estadios C (maturas) e D (desovadas) e, como zona de
crescimento, foi considerado a presenca de individuos classificados como imaturos
(estadio A) (Viana et al., 2010).

O comprimento total dos espécimes capturados nos dois complexos (CECSC e
CERS) e nos diferentes periodos sazonais (seco e chuvoso), foram avaliados quanto as
diferencas, utilizando-se a analise de variancia (ANOVA “two-way”), respeitando-se 0S

pressupostos de normalidade e homocedasticidade dos dados (ZAR, 2010).

3. 2.3.2 Analise de ordenacéo - Multivariate multidimensional scaling (MDS)

Considerando o esfor¢o diferenciado das artes pesca utilizadas na coleta de dados,
a andlise de MDS foi aplicada separadamente por arte. Entretanto, dado que dentre as
artes de pesca o esforco foi padronizado no tempo (camboa, mangote e arrastdo de praia)
e no espaco (no caso da camboa que foi empregada nos dois estuarios), os dados absolutos
de abundancia numeérica e de biomassa das espécies capturadas foram utilizados como
entrada de dados. A unidade amostral considerada foi coleta. Os dados foram
transformados em Log (x+1) e as analises foram realizadas no pacote estatistico PRIMER
versdo 6. Os fatores utilizados na construgéo do diagrama de ordenagdo do MDS foram:
area (CECSC e CERS) e periodo sazonal (seco e chuvoso) para camboa; e apenas periodo
sazonal para o mangote (CECSC) e arrastdo de Praia (CERS).

A matriz de similaridade foi elaborada usando como medida de similaridade o
Coeficiente de Bray-Curtis. Os grupos definidos pelo MDS para camboa foram testados
através da analise de similaridade Two-way -ANOSIM. Os grupos definidos pelo MDS
para 0 mangote e o arrastdo de Praia (testados separadamente) foram testados através da
analise de similaridade One-way — ANOSIM. A Anélise de Similaridade (ANOSIM)
utilizou uma matriz de similaridade construida para o diagrama de ordenacao, que observa
o nivel de significancia entre e dentre os grupos formados. Além do nivel de significancia,
o0 teste ANOSIM mostra o valor de R, que fornece o grau de separacao entre 0S grupos.
O valor de R varia de 0 a 1. Quando R > 0.75, os grupos sdo claramente distintos; R >
0.5, os grupos se sobrepdem, mas sdo claramente diferentes; R > 0.4 0s grupos se

sobrepfem e sdo razoavelmente diferentes entre si; R > 0.2 indica que 0s meios de
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separacdo sao fracos; R < 0.2, os grupos sao tipicamente indistinguiveis (CLARKE;
GORLEY, 2006). Quando significativamente diferentes, a Similaridade de Porcentagens
(SIMPER) foi utilizada para determinar quais espécies representam a maior parte das

diferencas entre as composi¢Oes nas areas e periodos sazonais.

3.3 Resultados
3.3.1 Caracterizacao da ictiofauna e uso do ambiente

Um total de 47.014 espécimes de peixes pertencentes a 137 espécies, 39 familias
e 15 ordens foram capturados. Levando em consideracdo as duas areas, 118 espécies
foram capturadas no CECSC e 60 no CERS. Das 137 espécies, 40 foram capturadas em
ambos complexos estuarinos (Tab. 1).

No CECSC, um total de 37 familias se mostraram presentes, sendo as familias
Gobiidae e Sciaenidae, as mais ricas em nimero de espécie, 10 em cada. Em % N e % B,
as familias Gobiidae, Gerreidae, Engraulidae, Tetraodontidae e Mugilidae predominaram
e, a espécie Gobionellus stomatus dominou em %N (49% do total). Em termos de
biomassa, as espécies Mugil curema, Gobionellus stomatus e Gobionellus oceanicus
dominaram (26, 25,2 e 10,2 %, respectivamente), perfazendo juntas 61,5 % do total
capturado (Tab. 1).

No CERS, foram capturadas 22 familias, sendo as mais ricas em namero de
espécies, as familias Ariidae (8), Carangidae (7) e Sciaenidae (7). Em % N e % B, as
familias com maior representatividade foram Ariidae, Gerreidae, Centropomidae e
Tetraodontidae, sendo Sphoeroides testudineus a espécie que predominou em termos de
% N com 13,4 % do total. Em relacdo a porcentagem em % B, as espécies Sciades
herzbergii (21,8 %), Sphoeroides testudineus (12,9 %) e Centropomus undecimalis
(11,4 %) contribuiram juntos com 46,1 % da biomassa total capturada (Tab 1).

Dentre as espécies capturadas, a maioria sdo categorizadas como Menos
Preocupante (LC) (77,1 % no CECSC e 78,3 % no CERS). Entretanto, ressalva-se a
presenca de espécies nas categorias Quase Ameacada (NT) (4,2 % no CECSC e 5 % no
CERS) e com Dados Deficientes (5,9 % no CECSC e 10 % no CERS), e ainda, uma
percentagem de espécies ameacadas na categoria Vulneravel (VU) (2,5 % no CECSC e
3,3 % no CERS) (Tab. 1).

O comprimento total (CT) das espécies capturadas no CECSC variou de 1,5 a 68
cm com média de 10,2+4,0 cm (média £ desvio padréo) e, o peso total, variou de 0,01 a
2120 g com um valor médio de 10,6+28,2 g (Tab. 1). O CT das espécies capturadas no
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CERS variou de 4,5 a 71,9 cm com média de 19,3+7,8 cm e, o PT, a variacéo foi de 0,6
a 3200 g com um valor médio de 108,5+150,1 g (Tab. 1). Considerando apenas o0 CECSC,
91,2, 86 e 0,2 % dos espécimes foram de pequeno, médio e grande porte,
respectivamente. Diferentemente do CECSC, o CERS apresentou 61 % dos espécimes de
médio porte e 30,6 e 8,3 % dos espécimes de pequeno e grande porte, respectivamente
(Fig. 3). Para espécies que possuem registros em ambos estuarios, 79,5% apresentaram
comprimentos totais médios maiores em CECSC quando comparados com o CERS.

Os resultados da analise de variancia (Two-Way ANOVA) indicaram que ambos
os fatores, periodo sazonal (seco e chuvoso) e areas (CECSC e CERS), ndo influenciaram
nas variagcdes dos valores médios de comprimento total dos espécimes ndo sendo
constatada interacao significativa entre os fatores considerados no modelo (Tab 2). Em
ambos os periodos, o CERS apresentou individuos com CT superior (p<0,05) aos
individuos capturados no CECSC. Os individuos com menores comprimentos totais (p<

0,05) foram capturados no periodo seco no CECSC (Fig 3).
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Tab. 1. Lista de espécies capturadas nos Complexo Estuarino do Canal de Santa Cruz (CECSC) e no Complexo Estuarino do Rio Sirinhaém

(CERS), estado de Pernambuco, regido Nordeste do Brasil. Numero e porcentagem em nimero (N (%)) dos individuos; Biomassa e porcentagem

em biomassa (B(%)) dos individuos; Comprimento Total (CT) Minimo (Min), Médio (Méd) e Maximo (Max); Comprimento de primeira maturacdo

(Lso); Comprimento méaximo (Lmax); * Espécies com o CT médio inferior ao Lso da literatura; **Espécies com o CT Max superior ao Lmax da

literatura); Macho (M); Sexos agrupados (U); Fémea (F); Livro Vermelho da Fauna Brasileira Ameacada de Extin¢do (LV); Menos Preocupante

(LC), Dados Deficientes (DD), Quase Ameacada (NT) e Vulneravel (VU) (segundo ICMBIO, 2016).

LV (ICMBio)

CECSC

Informacgdes da literatura

CECSC CERS CECSC CERS CECSC CERS

Ordem — Familia — Espécie N (%) N (%) B (%) B (%) CT (cm) N (% < Lso) Lso (cm) Lmax (cm)
Min-Méd- Max Min-Méd- Max N (%) N (%)

ANGUILLIFORMES
Muraenidae
Gymnothorax funebris (Ranzani, 1839) - 1(0,06) 463,3 (0,24) - DD - M e U: 150(1)
Gymnothorax ocellatus 425-425 -
(Agassiz, 1831) 1(<0,01) - 125,2 (0,03) - 42,5 DD - M e U: 90(2)
Ophichthidae
Myrichthys ocellatus (Lesueur, 1825) 1(<0,01) - 244 (0,05) - 68 -68 -68 LC - M e U: 110(3)
ATHERINIFORMES
Atherinopsidae
Adenops dissimilis (Carvalho, 1956) 1 (<0,01) - 7,08 (<0,01) - 10,4 -10,4-10,4 LC - -
Atherinella brasiliensis (Quoy e M:6,9eF:
Gaimard, 1825) 10 (0,02) - 63,5 (0,01) 9,6 -10,1-10,6 LC 7,6(4) Me U: 16(1)
AULOPIFORMES
Synodontidae
Synodus foetens (Linnaeus, 1766) 8 (0,02) - 76,1 (0,02) - 6- 20 -33,3 LC - -
BATRACHOIDIFORMES
Batrachoididae
*Batrachoides surinamensis (Bloch e -
Schneider, 1801) 19 (0,04) - 1108,83 (0,23) - 5,1-13,1-23,8 LC 19 (89,74) M:25eF:20(5) MeU:57(6)
**Thalassophryne nattereri
(Steindachner, 1876) 37 (0,08) - 1753,1 (0,37) - 3,6-11,0-28 LC - M e U: 14(7)
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BELONIFORMES
Belonidae
Strongylura timucu (Walbaum, 1792) 2 (<0,01) - 49,6 (0,01) - 27,9-29,7-31,5 - LC - Me U: 61(8)
- 22,3-28,2 - - LC - M e U: 153(9)
Tylosurus acus acus (Lacepéde, 1803) 3 (<0,01) - 81,67 (0,02) 34,2
Hemiramphidae
*Hemiramphus brasiliensis (Linnaeus, - 11,7 -15,8 - LC 20 (100) - M: 18,6 eF: M e U: 55(11)
1758) 20 (0,04) - 192,4 (0,04) 18,1 - 19,3(10)
*Hyporhamphus unifasciatus - NT 94 (40,42) - M:176¢eF M e U: 30(1)
(Ranzani, 1841) 94 (0,21) - 1203,8 (0,25) 6,1-17,4-21,3 - 18,9(12)
CLUPEIFORMES
Chaetodontidae
DD 1 (100) - M: 13,4 eF: M e U: 20,0(8)
*Chaetodon ocellatus (Bloch, 1787) 1(<0,01) - 0,7 (<0,01) - 3-3-3 - 13,9(13)
Clupeidae
MeU: 11,2
Chirocentrodon bleekerianus (Poey, F:7,6(14) (15)
1867) 61 (0,13) - 310,2 (0,07) - 8,2-9,1-10,5 - LC
Harengula clupeola (Cuvier, 1829) 45 (0,10) - 1310,3 (0,28) - 12,1134 -15 ; JC M:95(16)  MeU:18(17)
Lile piquitinga (Schreiner et Miranda - LC -
Ribeiro, 1903) 1(<0,01) - 6,2 (<0,01) - 9-9-9 - M e U: 15(18)
*QOpisthonema oglinum (Lesueur, 12,2 -16,6 - 139 (54) - U: 11,7(19)
1818) 139(0,31) 25(1,42) 2016 (0,42) 957,1(0,50) 4,7-11,2-17,8 215 LC M e U: 38,0(1)
**Platanichthys platana (Regan, - M e U: 9,7(20)
1971) 255 (0,56) - 1202,4 (0,25) - 44-95-11.2 - LC
**Rhinosardinia bahiensis -
(Steindachner, 1879) 276 (0,61) - 1360,3 (0,29) - 48-8,8-10,2 - LC M e U: 8,0(18)
*Sardinella brasiliensis (Steindachner, Me U:
1879) 11 (0,02) - 158 (0,03) - 7,1-99-148 - DD 11 (100) - U: 15,6(20) 27,0(19)
Engraulidae
Anchoa lyolepis (Evermann & Marsh, -
1900) 8(0,02) - 21,1 (<0,01) - 53-7,3-8,5 - LC Me U: 12.0(1)
- MeU:
Anchoa marinii (Hildebrand, 1943) 13 (0,03) - 33,6 (0,01) - 6,7-7,0-7,6 - LC 14.0(21)
Anchoa sp. 11 (0,02) - 21,8 (<0,01) - 6,0-6,4-6,7 - ) ) )
B ) LC Me U: 24.0(1)
Anchoa spinifer (Valenciennes, 1848) 63 (0,14) 1 (0,06) 176,8 (0,04) 3,6 (<0,01) 4,1-7,2-9,6 8,7-8,7-8,7 -
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**Anchoa tricolor (Spix & Agassiz, Me U:
1829) 259 (0,57) - 7275 (0,15) - 3,9-7,3-14,9 - LC - 11.8(22)
11,8 -13,9 - - M e U: 30(22)
Anchovia clupeoides (Swainson, 1839) 175 (0,39) - 3255,8 (0,68) - 16,6 - LC
**Cetengraulis edentulus (Cuvier, 19,2-19,2 - M:112eF: Me U:
1829) 1625 (3,59) 1 (0,06) 26868 (5,55) 62,8(0,03) 3,9-119-16,5 19,2 LC 11,8(23) 18,2(24)
Engeraulis anchoita (Hubbs e Marine, -
1935) 47 (0,10) - 305,3 (0,06) - 8,2-9,2-10,3 - LC Me U: 17(18)
Lycengraulis grossidens (Spix e Me U:
Agassiz, 1829) 107 (0,24) - 382,6 (0,08) - 3,3-74-151 - LC - 23.5(25)
ELOPIFORMES
Elopidae
Me U:
Elops saurus (Linnaeus, 1766) 2 (<0,01) - 223,6 (0,05) - 24,5 -26,8 -29 - LC - 100.0(9)
Megalopidae
*Megalops atlanticus (Vanlenciennes, M:120eF:
1847) 0 (0,00) 1 (0,06) - 1456 (0,76) - 23-23-23 VU 1 (100) 160(26) M e U: 250(11)
MUGILIFORMES
Mugilidae
123802,2 14366,8 1970 83 M:275¢eF:
*Mugil curema (Valenciennes, 1836) 1970 (4,35) 83 (4,71) (26,05) (7,54) 10,1-175-39 15,7-24,9 -54 DD (95,18) (44,58) 24,6(27) M: 90(28)
14,8 -20,4 - MeU:80eF:
*Mugil liza (Valenciennes, 1836) 29 (0,06) 2(0,11)  2735,6 (0,58) 700 (0,37) 28,2 32-32,5-33 NT 29 (100) 2 (100) F: 35 (29) 69(1)
20,2-21,9 - - M e U: 31(19)
Mugil curvidens (Valenciennes, 1836) 0 (0,00) 6 (0,34) - 616,3 (0,32) - 251 DD
Mugil sp. 2 (<0,01) - 141,8 (0,03) - 18,9 -20 -21 - - - -
PERCIFORMES
Acanthuridae
Acanthurus chirurgus (Bloch, 1787) 3(<0,01) - 5,41 (<0,01) - 31-42-54 - LC i Me U:39(30)
Carangidae
*Carangoides bartholomaei (Cuvier, 3 (100) F: 45(31)
1833) - 3(0,17) - 138,3 (0,07) - 13-14,4-16 LC M e U: 100(1)
M: 26 e F:28
LC 2 (100) (31) Me U: 70(1)
*Caranx crysos (Mitchill, 1815) 2 (<0,01) - 8,1 (<0,01) - 6,2-6,7-7,1 -




LOPES, D. F. C. O uso da ictiofauna como bioindicadora de qualidade ambiental de...

38

158 (100)  10(100) M: 55 e F: M e U: 124(1)
*Caranx hippos (Linnaeus, 1766) 158 (0,35) 10(0,57) 1062,3(0,22) 5425(0,28) 4,3-7,2-173 9,8-155-18/4 LC 66(31)
50 (100) 29 (100) F:37eM: M e U: 101(32)
*Caranx latus (Agassiz, 1831) 50 (0,11)  29(1,65) 10632 (0,22) 991,5(052) 6-102-18 9,8-13,3-19 LC 42(31)
*Chloroscombrus chrysurus
(Linnaeus, 1766) 72 (0,16) 1 (0,06) 65,6 (0,01) 375(0,02) 25-42-83 15 -15 -15 LC 72 (100) 1 (100) U: 15,4(33) M e U: 65(34)
18,4 -36,6 - - Me U:
**Qligoplites palometa (Cuvier, 1832) 8 (0,02) 5 (0,28) 29,6 (0,01) 1367,3(0,72) 6,7-8,3-11 61,2 LC 49,7(35)
Oligoplites saliens (Bloch, 1793) 6 (0,01) - 54.1 (0,01) - 7.4-106 -15,4 - LC - Me U: 50(1)
Oligoplites saurus (Bloch & LC - MeU:35()
Schneider, 1801) 15 (0,03) - 102,1 (0,02) - 3,5-7,29 -23,7 -
12,4 -16,4 - - Me U: 48.3
Selene vomer (Linnaeus, 1758) 3 (<0,01) 1(0,06) 203,1(0,04) 12,3(0,01) 20,4 8,8-8,8-8,8 LC (35)
*Trachinotus falcatus (Linnaeus, M: 48,6 ¢eF: Me U: 122
1758) - 2(0,11) - 46,3 (0,02) - 11-12-13 LC 2 (100) 54,7(36) (32)
Centropomidae
- MeU: 36.2
Centropomus ensiferus (Poey, 1860) - 26 (1,48) - 1343,5 (0,70) - 14,5-17,9 -26 LC (32)
- MeU:72.0
Centropomus parallelus (Poey, 1860) 90(0,20) 119(6,76) 3765,1(0,79) 76035 (4,00) 8,4-159-30,7 11,5-18,4-32 LC (33)
14,8 -19,1 - 16,7 -24,4 - - MeU:56 (1)
Centropomus pectinatus (Poey, 1860) 5(0,01) 25 (1,42) 278,9 (0,06) 2659,5 (1,40) 21,4 33,4 LC
Centropomus undecimalis (Bloch, 21770,3 - Me U: 140
1792) 57 (0,13) 132 (7,50) 74272(156)  (11,42) 9-271-62  16,9-26,3-55 LC 17
Eleotridae
15,7 -17,1 - - Me U:
Guavina guavina (Valenciennes, 1837) 13 (0,03) 4(0,23) 52,8 (0,01) 239,5(0,13) 5-6,7-9,8 18,6 LC 30.0(37)
Ephippidae
Chaetodipterus faber (Broussonet, - M e U: 91(8)
1782) 22 (0,05) 7(0,40)  3923,1(0,83) 403 (0,21) 2,8-150-30 6,4-10,0-20,5 LC
Gerreidae
12223,1 - M e U: 34(8)
**Djapterus auratus (Ranzani, 1842) 296 (0,65) 145 (8,23) 13167,8 (2,77)  (6.45) 37-13,6-428 9,3-183-31,1 LC
- Me U:
Diapterus rhombeus (Cuvier, 1829) 655 (1,45) 116 (6,59) 3347,1(0,70) 79035 (4,15)  2,2-5,9-39 7-154-423 LC 40.0(38)
Diapterus sp. 12 (0,03) - 22,06 (<0,01) - 3,6-5,3-6,7 - ) ) )
Eucinostomus argenteus (Baird e
Girard, 1855) 2249 (497) 25(142) 19602 (4,12) 8166(042) 25-74-8  11-144-178 LC - M e U: 21(39)
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*Eucinostomus gula (Quoy e Gaimard, 1755 M:112eF: M e U: 23(1)
1824) 1755(3,88) 32(1,82) 9879,7 (2,08) 938,6 (0,49) 2,6 -6,6-16,2 11-13,3-16 LC (79,43) 11(40)
- Mee U:
Eucinostomus havana (Nichols, 1912) 37 (0,08) - 781 (0,16) - 7,8-11,6 -15,1 - LC 18.0(8)
Eucinostomus melanopterus (Bleeker,
1863) 14 (0,03) 10(0,57) 347,6(0,07) 2735(014) 9,6-12,4-138 13-13,8-14,7 LC - M e U: 30(11)
Eucinostomus sp. 185 (0,41) - 197,5 (0,04) - 1,7-42-89 - -
- Me U:
Eugerres brasilianus (Cuvier, 1830) 9 (0,02) - 90,6 (0,02) - 55-9,0-11,7 - LC 50.0(41)
Gobiidae
Bathygobius soporator (Valenciennes,
1837) 93 (0,21) - 399,2 (0,08) - 3-6,8-9,9 - LC - M e U: 15(42)
**Ctenogobius boleosoma (Jordan e -
Gilbert, 1882) 179 (0,40) - 115,4 (0,02) - 3,3-4,7-8,1 - LC Me U: 7.5(8)
Ctenogobius shufeldti (Jordan e -
Eigenmann, 1887) 101 (0,22) - 168,7 (0,04) - 2,8-6,3-11 - LC Me U: 8.0(8)
**Ctenogobius smaragdus - M e U: 15.0(9)
(Valenciennes, 1837) 811 (1,79) - 2650,9 (0,56) - 3,7-8,9-16,6 - LC
Ctenogobius stigmaticus (Poey, 1860) 2179 (482) - 5016,1 (1,06) i 32-72-203 . LC - Me U:8.0(8)
Evorthodus lyricus (Girard, 1858) 1 (<0,01) - 2,3(<0,01) - 8,5-8,5-8,5 - LC ) Me U:15.009)
- Me U:
**Gobionellus oceanicus (Pallas, 48708,33 LC 15.4(43)
1770) 2088 (4,61) - (10,25) - 4-17,0-28 -
Gobionellus sp. 29 (0,06) - 17,4 (<0,01) - 4-48-54 - -
- Me U:
22203 119801,6 13.0(44)
**Gobionellus stomatus (Starks, 1913) (49,06) - (25,21 - 2,7-10,8-24,9 - LC
Microgobius meeki Me U:
(Evermann e Marsh, 1899) 88 (0,19) - 31,7 (0,01) - 3-41-53 - LC 10.0(45)
Haemulidae
13,9-13,9 - - M e U: 33.6(1)
Conodon nobilis (Linnaeus, 1758) - 1 (0,06) - 40,4 (0,02) - 13,9 LC
19,2 -21,2 - 24,4 -25,1 - - M e U: 37(35)
Genyatremus luteus (Bloch, 1790) 3 (<0,01) 2(0,11) 3229 (0,07) 800 (0,42) 231 25,7 LC
- Me U:
Haemulon parra (Desmarest, 1823) 16 (0,04) - 108,4 (0,02) - 2,7-64-134 - LC 41.2(35)



http://en.wikipedia.org/wiki/Barton_Warren_Evermann
http://www.fishbase.org/summary/28135
http://researcharchive.calacademy.org/research/ichthyology/catalog/getref.asp?id=1283
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Pomadasys corvinaeformis - Me U: 25.0(1)
(Steindachner, 1868) - 1 (0,06) - 32,6 (0,02) - 13-13-13 LC
15,0 -18,0 - - M e U: 38.0(8)
Pomadasys crocro (Cuvier, 1830) 2 (<0,01) 12 (0,68) 207,6 (0,04) 1233,7 (0,65) 21,0 11,8-17,7 -36 LC
Lobotidae
415-415 - LC - M e U: 110(8)
Lobotes surinamensis (Bloch, 1790) 1 (<0,01) - 1855 (0,39) - 41,5 -
Lutjanidae
Lutjanus alexandrei (Moura e LC Me U:
Lindeman, 2007) 190(0,42) 3(0,17)  9850,2(2,07) 90,1(0,05) 2,7-12,6-224 115-12,0-13 24.3(46)
NT 315 (100) - U: 28(47) Me U:
*Lutjanus analis (Cuvier, 1828) 315 (0,70) - 1249,2 (0,26) - 2,4-55-18,7 - 94.0(33)
*Lutjanus jocu (Bloch e Schneider, 11,4-14.2 - NT 82 (100) 42 (100) U: 30,2(48) M e U: 128(33)
1801) 82(0,18) 42(2,39) 731,8(0,15) 2159,7(1,13) 3,2-7,1-27,1 249
NT 315 (100) U: 18(48) Me U:
*Lutjanus synagris (Linnaeus, 1758) 66 (0,15) - 99,3 (0,02) - 3,1-44-81 - 60.0(33)
Polynemidae
Polydactylus virginicus (Linnaeus, 16,8 -17,4 - 15,8 -18,3 - - Me U:
1758) 3(<0,01) 5 (0,28) 159,8 (0,03) 308,6 (0,16) 18,0 235 LC 33.0(49)
Scaridae
Sparisoma radians (Valenciennes, - M e U: 20.0(8)
1840) 161 (0,36) - 570,2 (0,12) - 25-6,1-11,3 - LC
Sparisoma sp. 5(0,01) - 9,8 (<0,01) - 4,6 -5,6 -6,4 - . ) )
Sciaenidae
54 (44,44) M: 154 eF:
12,2 -15,4 - 15,8(50) Me U:
*Bairdiella ronchus (Cuvier, 1830) 54 (0,12)  87(4,94) 2639,5(0,56) 4832,2 (2,54) 20,0 13-16,5-21,1 LC 35.0(51)
Cynoscion sp. 5(0,01) - 10,3 (<0,01) - 3,7-5,8-8,3 - ) ) )
Cynoscion virescens (Cuvier, 1830) 12 (0,03) - 31,6 (0,01) - 2.9-6,0-85 - LC - Me U: 115(33)
M:399¢eF: M e U: 110(33)
*Cynoscion acoupa (Lacepéde, 1801) 0 (0,00) 1 (0,06) - 131,6 (0,07) - 25-25-25 NT 1 (100) 42.7(52)
LC - Me U:
Cynoscion leiarchus (Cuvier, 1830) 12 (0,03) - 40,8 (0,01) - 5,8-6,7-7,5 - 90,8(35)
Me U:
*|sopisthus parvipinnis (Cuvier, 1830) 1 (<0,01) 11 (0,62) 4,2 (<0,01) 110 (0,06) 79-79-79 6,8-9,4-18 LC 1 (100) 11 (81,8) U: 15.9(53) 25.0(35)



http://www.fishbase.org/Reproduction/MaturityList.php?ID=1169
http://www.fishbase.org/Reproduction/MaturityList.php?ID=1174
http://www.fishbase.org/Reproduction/MaturityList.php?ID=1179
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M: 20,2eF:
*Macrodon ancylodon (Bloch e 22,2(54) Me U:
Schneider, 1801) 2 (<0,01) - 12,1 (<0,01) - 7,3-8,3-9,2 - LC 2 (100) 45.0(35)
Menticirrhus americanus (Linnaeus, U: 17,5(55) Me U:
1758) - 3(0,17) - 2185 (0,11) - 17-19,2 -20,5 DD 50.0(35)
*Micropogonias furnieri (Desmarest, 10,2 -10,2 - 40,3 -43,3 - LC 1 (100)
1823) 1(<0,01) 17(0,97) 8,6 (<0,01) 12140 (6,37) 10,2 47,5 U: 28(56) M e U: 60(21)
Ophioscion punctatissimus (Meek e DD
Hildebrand, 1925) - 1 (0,06) - 55,2 (0,03) - 15,1-15,1-15,1 - M e U: 25(52)
17,6 -17,6 - - - -
Ophioscion sp. 1(<0,01) - 78,8 (0,02) - 17,6 -
14,5-14,5 - 10,7 -10,7 - LC - MeU:
Stellifer microps (Steindachner, 1864) 1 (<0,01) 1 (0,06) 34,6 (0,01) 12,2 (0,01) 145 10,7 20.0(52)
M:81eF: 7.5
14,0 -14,1 - LC (57) MeU:
Stellifer stellifer (Bloch, 1790) 2 (<0,01) - 69,68 (0,01) - 14,2 - 21.0(58)
Serranidae
Epinephelus adscensionis (Osbeck, DD -
1765) 1(<0,01) - 2,5 (<0,01) - 58-5,8-58 - M e U: 61.0(9)
*Epinephelus marginatus (Lowe, 31,4-314- VU 1 (100) F: 47
1834) 1 (<0,01) - 530,1 (0,11) - 31,4 - (59) M e U: 150(60)
VU 3(100) M:58,1eF:63,3 M e U: 150(33)
*Mycteroperca bonaci (Poey, 1860) 3 (<0,01) - 17 (<0,01) - 44-72-94 - (61)
- MeU:
Rypticus randalli (Courtenay, 1967) 4 (<0,01) - 17,9 (<0,01) - 72-14-17 - LC 20.0(62)
Sparidae
Archosargus probatocephalus - M e U: 91.0(8)
(Walbaum, 1792) 23 (0,05) - 140,6 (0,03) - 2,3-6,4-11,4 - DD
*Archosargus rhomboidalis (Linnaeus, 1358
1758) 1358 (3,00) 1(0,06) 8101,1(1,70) 32,8(0,02) 2,5-6,3-27,9 - LC (82,77) U: 8,0(63) M e U: 33(8)
Sphyraenidae
12,5-22,5 - 31,8-318 - LC - -
Sphyraena barracuda (Edwards, 1771) 15 (0,03) 1 (0,06) 1236,7 (0,26) 157,2 (0,08) 36,9 31,8
Sphyraena guachancho (Cuvier, 1829) 10 (0,02) - 7418 (0,16) - 8,5-18,0 -28,3 ; LC - Me U: 200(64)
Sphyraena sp. 1(<0,01) - 0,2 (<0,01) - - - ) - )

Stromateidae
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11 (100) M: 13 eF: M e U: 30.0(9)
*Peprilus paru (Linnaeus, 1758) 11 (0,02) - 4,8 (<0,01) - 2,3-3,7-45 - LC 12.0(65)
Trichiuridae
20,4-30,0 - LC 9 (77,78) U: 39(66) M e U: 234(9)
*Trichiurus lepturus (Linnaeus, 1758) - 9 (0,51) - 1419,5 (0,74) - 71,9
PLEURONECTIFORMES
Achiridae
- Me U:
Achirus achirus (Linnaeus, 1758) 9 (0,02) 1 (0,06) 5,8 (<0,01) 8,7 (<0,01) 3,5-3,8-4,0 78-7,8-7,8 LC 37.0(67)
- MeU:
Achirus declivis (Chabanaud, 1940) 16 (0,04) 7 (0,40) 196,6 (0,04) 91,1(0,05) 24-52-181 7,5-9,0-10,1 LC 18.7(58)
- Me U:
Achirus lineatus (Linnaeus, 1758) 1007 (2,23) 131(7,44) 898,1(0,19) 2071(1,09) 15-3,7-154 6,8-9,4-12,0 LC 33.1(58)
Achirus sp. 133 (0,29) - 104,8 (0,02) - 2,1-3,6 -8,8 - - -
Trinectes paulistanus (Miranda - Me U:
Ribeiro, 1915) 59 (0,13) 19 (1,08) 81,3(0,02) 3233(0,17) 2,2-37-128 6,6-98-114 LC 18.0(68)
Trinectes microphthalmus -
(Chabanaud, 1928) - 1 (0,06) - 14,9 (<0,01) - 9,5-9,5-9,5 LC Me U: 9.4(15)
Cynoglossidae
Symphurus tessellatus (Quoy e -
Gaimard, 1824) 35 (0,08) - 321,5(0,07) - 2,2-8,1-16,5 - LC M e U: 22(69)
Paralichthyidae
Citharichthys sp. 20 (0,04) - 56,4 (0,01) - 41-63-11,7 - . ) )
Citharichthys spilopterus (Gunther, -
1862) 377(0,83) 5(0,28) 1766,6 (0,37) 49 (0,03) 25-6,8-175 9,3-10,6-11,8 LC M e U: 20(8)
*Etropus crossotus (Jordan e Gilbert,
1882) 104 (0,23) - 1901,2 (0,04) - 2,9-5,6-10,6 - LC 104 (85,6) F: 8.5(70)
Me U:
*Etropus longimanus (Norman, 1933) 14 (0,03) - 20,4 (0,01) - 45-58-7,7 - LC 14 (100) 7.5(71) 15.5(68)
Paralichthys brasiliensis (Ranzani, Me U:
1842) 6 (0,01) - 61,3 (0,01) - 3-8,5-16,5 - LC - 100.0(72)
RAJIFORMES
Dasyatidae
*Dasyatis guttata (Bloch e Schneider, 1 (100) M:55eF:65.0 M e U:200(74)
1801) 1(<0,01) 1 (0,06) 199 (0,04) 3200 (1,68) 62,5-62,5-62,5 - LC (73)

SCORPAENIFORMES
Triglidae
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2 (100) U: 14(75) Me U:
*Prionotus punctatus (Bloch, 1793) 2 (<0,01) - 6,8 (<0,01) - 4,6-6,3-7,9 - LC 45.0(76)
SILURIFORMES
Ariidae
Ariidae sp. - 25(1,42) - 6050 (3,17) - 24 -30,5-39,5 . ) )
Ariidae spl. - 13 (0,74) - 2650 (1,39) - 24,8 -30,1-38 ) i i
Aspistor luniscutis (Valenciennes, 26,7 -26,7 - 10,7 -20,1 - 18.0(77) M e U: 120(78)
1840) 1(<0,01) 65(3,69) - 5363,5 (2,81) 26,7 24,6 LC
Aspistor quadriscutis (Valenciennes, 19,2 -22,8 - - Me U:
1840) - 13 (0,74) - 1402 (0,74) - 31,2 LC 50.0(79)
Cathorops agassizii (Eigenmann e M e U: 22.5(80)
Eigenmann, 1888) 2 (<0,01) - 117,9 (0,02) - - - LC
U: 9,6(77) Me U:
Cathorops spixii (Agassiz, 1829) - 5 (0,28) - 510,2 (0,27) - 18,1 -20,9 -26 LC 30.0(79)
Notarius grandicassis (Valenciennes, 32,5-32,5- -
1840) - 1 (0,06) - 285,55 (0,15) - 325 LC Me U: 63.0(1)
417132 23,2-30,2 - - Me U:
Sciades herzbergii (Bloch, 1794) 13(0,03) 222 (12,61) 3324,8(0,70) (21,9) 39,5 4,5-26,9-39,6 LC 94.2(80)
27,3-279- M e U: 190(81)
Sciades parkeri (Traill, 1832) - 2 (0,11) - 430,6 (0,23) - 28,4 VU -
SYNGNATHIFORMES
Syngnathidae
U: 5,6(82) Me U:
Hippocampus erectus (Perry, 1810) 14 (0,03) - 19,9 (<0,01) - 45-76-12,3 - VU 19.0(83)
10,6 -10,8 - - - -
Syngnathus sp. 3 (<0,01) - 1,14 (<0,01) - 10,9 -
TETRAODONTIFORMES
Tetraodontidae
**Colomesus psittacus (Bloch e - Me U:
Schneider, 1801) 7(0,02) - 4470,4 (0,94) - 15 -26,9 -33,2 - LC 29.3(24)
Lagocephalus laevigatus (Linnaeus, - Me U:
1766) 2 (<0,01) 3(0,17) 7,8 (<0,01) 91,6 (0,05) 3,7-58-78 85-10,8-13,7 LC 100.0(84)
*Sphoeroides greeleyi (Gilbert, 1900) 445 (0,98) - 1068,3 (0,22) - 2-48-10,4 - LC 445 (96) 7.0 (85) Me U:18.0(1)
*Sphoeroides testudineus (Linnaeus, 24603,9 1837
1758) 1837 (4,06) 237 (134) 21146,3(4,45)  (12,91) 16-76-26 59-16,9-255 DD (85,90) 10.8 (86) Me U: 38.8(9)
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Fig. 3. Frequéncia de ocorréncia por classe de comprimento total (CT) e porte dos
espécimes capturados nos periodos seco e chuvoso nos complexo estuarino do Canal de
Santa Cruz (CECSC) e no complexo estuarino do Rio Sirinhaém (CERS), estado de
Pernambuco, regido Nordeste do Brasil.

Tab. 2. Anélise de variancia (Two-Way ANOVA) do comprimento total dos espécimes
em relacdo ao periodo sazonal (seco x chuvoso), area de coleta (CECSC x CERS) e
interacdo entre estes fatores. GL - graus de liberdade; F - valor de tabela; P -

probabilidade; * - diferenca significativa (p<0,05); ns - ndo significativo.

G.L. Soma de Quadrados Quadrado Médio Estat. F P-valor
Area 1 135143.62 135143.62 7687.22 <0,001*
Periodo 1 2154.83 2154.83 122.57 <0,001*
Area:Periodo 1 3.89 3.89 0.22 0,63 ns
Residuos 45133 793450.93 17.58

Para um total de 137 espécies capturadas em ambos os complexos estuarinos, 90
(66%) ndo possuem valores de Lso disponiveis na literatura e 12,4% do total ndo tem
registro do valor de Lmax. Para as espécies com o Lso registrado na literatura, 25,4% de
um total de 118 espécies no CECSC apresentaram CT médio abaixo do comprimento de
primeira maturagdo (Lso), a saber: B. surinamensis, H. brasiliensis, H. unifasciatus, C.
ocellatus, O. oglinum, S. brasiliensi, M. curema, M. liza, C. crysos, C. hippos, C. latus,
C. chrysurus, E. gula, L. analis, L. jocu, L. synagris, B. ronchus, I. parvipinnis, M.

ancylodon, M. furnieri, E. marginatus, M. bonaci, P. paru, E. crossotus, E. longimanus,
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D. guttata, P. punctatus, S. greeleyi, S. testudineus. No CERS, 18,3% das 60 espécies,
apresentaram CT médio abaixo do Lso, a saber a saber: M. atlanticus, C. bartholomaei,
C. hippos, C. latus, C. chrysurus, T. falcatus, L. jocu, C. acoupa, I. parvipinnis, A.
rhomboidalis, T. lepturus. A maioria das espécies capturadas em ambos complexos
estuarinos possuem CT maximo abaixo do valor encontrado na literatura (Lmax), com
excecdes para: T. nattereri, P. platana, R. bahiensis, A. tricolor, D. auratus, C.
boleosoma, C. smaragdus, G. oceanicus, G. stomatus e C. psittacus, no CECSC e C.
edentulus e O. palometa no CERS (Tab.1).

Mais de 70% dos individuos capturados no CECSC fazem uso da area como zona
de crescimento em ambos os periodos (76,1 e 70,6 % seco e chuvoso respectivamente), e
cerca de 23,9 e 29,4% usam a area para reproducdo nos peridos seco e chuvoso,
respectivamente. Para 0 CERS, no perido chuvoso (67,1%), registrou-se um elevado
percentual de uso da area para crescimento, superior ao registrado no periodo seco (44,2
%). O oposto foi registrado em relacdo ao uso da area para reproducao - uma porcentagem
relevante foi observada no periodo seco (55,7 %) quando comparado com o periodos
chuvoso (32,9%) (Fig. 4).

= Crescimento (Estadio Imaturo) = Reproducéo (Estadio Maduro+Desovado)

Chuvoso

Seco

Chuvoso

Seco

Itapissuma Sirinhaém

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
(%)

Fig 4. Porcentagem sazonal dos individuos que utilizam os complexos estuarinos do
Canal de Santa Cruz - municipio de Itapissuma (CECSC - Litoral Norte) e do Rio
Sirinhaém - municipio de Sirinhaém (CERS - Litoral Sul) estado de Pernambuco, regido

Nordeste do Brasil, como area de crescimento e/ou reprodug&o.

Para a abundéancia e a biomassa das espécies capturadas pelo mangote (CECSC)
foi observada uma diferenca significativa (ANOSIM - p<0,05) entre os periodos sazonais,

entretanto, os valores do R global, tanto para abundancia quanto para biomassa, foram
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inferiores a 0,2 tornando os grupos tipicamente indistinguiveis entre os periodos. A
abundancia das espécies capturadas pelo arrastdo de Praia (CERS) ndo apresentou
diferenca significativa (ANOSIM - RGlobal= 0,0; p > 0,05) entre os periodos seco e
chuvoso. Esse mesmo padrdo também foi observado quando se avaliou a biomassa
(ANOSIM - RGlobal=0,0; p > 0,05).

Considerando a abundancia das espécies capturadas pela camboa, nédo foi
constatada uma diferenca significativa entre os periodos sazonais (ANOSIM — RGlobal=
0,0; p>0,05) (Fig 5a). Porém, entre os complexos estuarinos (CECSC x CERS), houve
diferenca significativa (ANOSIM — RGlobal= 0,27; p<0,05), entretanto, com valores
fracos em relacdo aos meios de separacdo. Os valores da andlise de similaridade de
percentagens (SIMPER) registou uma dissimilaridade de 68,1% entre o CECSC e o
CERS (Tab. 4) com maior contribuicdo de M. curema, C. edentulus E. argenteus, E. gula,
L. alexandrei, D. auratus no CECSC e D. rhombeus, S. testudineus, C. ndecimalis e B.
ronchus no CERS. Em termos de biomassa, ndo foi constatada diferenca significativa
entre os periodos sazonais (ANOSIM — RGlobal= 0,0; p>0,05) bem como entre os
complexos estuarinos (ANOSIM — RGlobal= 0,1; p>0,05) (Fig 5b).
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Fig.5. Analise de ordenamento pelo método de MDS com base na matriz de similaridade
de Bray-Curtis para as coletas realizadas nos complexos estuarinos do rio Sirinhaém
(CERS - litoral sul) e do Canal de Santa Cruz (CECSC - litoral norte), no estado de
Pernambuco, regido nordeste do Brasil, com a utilizacdo da camboa, nos periodos seco e
chuvoso. Figura a ilustra a andlise feita com base nos dados de abundéncia e a b

representa a analise feita com base nos dados de biomassa.
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Tab. 4. Analise de similaridade das percentagens (SIMPER) entre os grupos formados
pela MDS das espécies capturadas nos complexos estuarinos do rio Sirinhaém (CERS) e
do Canal de Santa Cruz (CECSC), no estado de Pernambuco, regido nordeste do Brasil,

com a utilizagdo da camboa, nos periodos seco e chuvoso.

Areas
CECSC CERS

Espécies Av.Abund Av.Abund Av.Diss Diss/SD Contrib% Cum.%
Mugil curema 3,72 2,05 5,19 1,90 7,62 7,62
Cetengraulis edentulus 2,79 0,00 5,01 1,19 7,35 14,97
Eucinostomus argenteus 3,24 0,95 453 1,55 6,64 21,62
Eucinostomus gula 2,26 1,16 3,47 1,08 5,10 26,71
Lutijanus alexandrei 1,97 0,20 3,40 1,06 4,98 31,70
Diapterus auratus 2,59 1,83 3,27 1,45 481 36,50
Diapterus rhombeus 0,35 2,26 3,01 1,43 4,42 40,93
Sphoeroides testudineus 1,13 1,72 2,95 1,58 4,33 45,25
Centropomus undecimalis 1,32 2,30 2,64 1,55 3,88 49,13
Bardiela ronchus 1,67 1,87 2,49 1,09 3,65 52,78

3.4 Discussao

No presente trabalho foram capturadas 137 espécies no Complexo Estuarino do
Canal de Santa Cruz (CECSC) e 60 espécies no Complexo Estuarino do Rio Sirinhaém
(CERS). Em comparagdo com o CERS e outros estuarios do Brasil (Tab. 5), observa-se
que o CECSC apresenta uma riqueza mais elevada na maioria dos casos. O Canal de
Santa Cruz ¢ um extenso canal em forma de “U”, que se conecta ao Atlantico Sul em
ambos os lados (MEDEIROS e KIERFVE, 1993), permitindo uma ampla conectividade
entre 0s ambientes estuarinos e marinhos, o que favorece a uma maior diversidade. Além
disso, CECSC é considerado o maior e mais produtivo complexo estuarino do estado de
Pernambuco, devido a sua grande biodiversidade e produtividade primaria e secundaria
(VASCONCELOS FILHO et al., 2010; SILVA JUNIOR et al., 2016; MERIGOT et al.,
2016). Porém, a diferenca em relacdo a riqueza entre areas pode também estar associada
a heterogeneidade dos habitats e nas caracteristicas ambientais peculiares de cada area de
estudo (ARAUJO et al. 1998; AZEVEDO e ARAUJO, 2006).

De acordo com os trabalhos publicados por Vasconcelos-Filho et al. (2001; 2004;
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2008; 2009), na década de 90 e utilizando os mesmos apetrechos do presente estudo, a
ictiofauna no CECSC era composta por 160 especies distribuidas em 60 familias, superior
ao obtido neste estudo (Tabela 5). Além do estresse natural, inerente ao proprio ambiente
estuarino, alguns efeitos negativos sobre os estuarios sdo advindos das atividades
antropicas (WHITFIELD e ELLIOTT, 2002; EDDY, 2005; VIANA e FREDOU., 2014),
destacando a pesca predatdria e a polui¢do por despejo de efluentes de diversas fontes
(domésticos, industriais e agroindustriais), acbes que diminuem a qualidade do ambiente
e, consequentemente, contribuem significativamente para a reducdo da diversidade
ictiofaunistica (REIS ¢ D’INCAO, 2000; TROCA e VIEIRA, 2012; SANTOS ¢
SAMPAIO, 2013). Todas estas alteracdes sdo observadas no CECSC nos ultimos anos
(CONDEPE e CPRH, 1982; MEYER, 1996; MONTES et al., 2002; CAVALCANTI,
2003; LIMA et al., 2009), o que pode ter desencadeado esta diferenca na riqueza da
ictiofauna entre as décadas. De acordo com Blaber (2012), os impactos ambientais
interferem negativamente na diversidade e na abundancia da ictiofauna estuarina. Ndo ha

registros anteriores da ictiofauna no CERS.

Tab. 5. Numero (N°) de familias e espécies observadas por diversos autores em diferentes

regides do Brasil.

N° de N° de
Localiade Regido/UF Familia Espécie Referéncia
Baia de Marajé Norte — PA 27 77 Viana e Frédou. 2014
Baia de Marajé 95
Baia de Guajaré Norte — PA 38 94 Mourdo et al., 2014
Rio Guama 55
CECSC Nordeste — PE 37 118 Presente estudo
CERS Nordeste — PE 22 60 Presente estudo
CECSC Nordeste — PE 60 160 Vasconcelos-Filho et al., 2001
Rio Formoso Nordeste — PE 39 78 Paiva et al., 2009
Estuario de Goiana Nordeste — PE 26 46 Ramos et al., 2011
Baia de Ribeira Sudeste — RJ 59 148 Andreata et al., 2002
Estuario Paranagua Sudeste — PR 29 79 Barletta et al., 2008
Complexo Lagoa dos Patos Sul-RS 29 61 Fischer et al., 2011

A familia Gobiidae esteve presente apenas no CECSC, dominando neste local.
Espécies desta familia estdo diretamente associadas as areas com ampla disponibilidade
de alimento e em estuarios lamacentos (MENEZES e FIGUEIREDO, 1985; SILVA
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JUNIOR et al., 2016), como ¢é o caso do CECSC. No CERS, as familias mais ricas em
numero de espécies foram: Ariidae, Carangidae e Sciaenidae. Espécies pertencentes a
familia Ariidae ocorrem nas zonas litoraneas tropicais, em ambientes marinhos,
estuarinos e de agua doce, sendo geralmente abundantes em aguas costeiras com fundo
lodoso e pouco profundas (ARAUJO, 1988; ANDREATA etal., 1989; AZEVEDO et al.,
1999), caracteristica peculiar do CERS, principalmente em sua foz, area onde foram
realizadas as coletas utilizando o arrastdo de Praia. Os Sciaenidae fazem parte de uma das
familias de teledsteos mais abundantes ao longo da plataforma continental brasileira,
apresentando o maior numero de espécies nos sistemas estuarinos brasileiros e constituem
um dos recursos pesqueiros mais importantes no Oceano Atlantico (VIEIRA e MUSICK,
1994; ANDRADE-TUBINO et al., 2008; VILAR et al., 2013; MULATO et al., 2015).
Grande parte das espécies pertencentes a familia Carangidae, utilizam os estuarios
durante seu ciclo reprodutivo, sendo comum a ocorréncia de espécimes jovens em aguas
estuarinas, enquanto outras habitam preferencialmente dguas oceanicas (VIACZOREK
et al., 2002). Yafez-Arancibia (1986), afirma que essas familias sdo comumente
encontradas em ambientes estuarinos tropicais.

A maior parte das espécies de peixes encontradas em estuarios sdo visitantes e
utilizam esse ambiente em determinados momentos da vida (KNOX 1986; SPACH et al.
2003; HARRISON e WHITFIELD 2004; BARROS et al. 2011) pois essas areas sdo
altamente dinamicas e fornecem alimento e abrigo contra predadores por possuirem locais
com baixa profundidade, &guas turvas, com elevada produtividade primaria, bem como
elevada conectividade com outros habitats, o que propicia a utilizagdo desses ambientes
como area de bercario e crescimento por diversas espécies de peixes, em diferentes fases
ontogenéticas (FLORES-VERDUGO et. al., 1990; KENNISH, 1985; BLABER, 2000;
MANDERSON et al., 2004).

Neste estudo, observou-se uma predominancia de individuos que fazem uso da
area como zona de crescimento durante todo o ano. Foi também observada uma forte
presenca de individuos de pequeno e médio porte em ambos estudrios. A grande
proporc¢do de individuos pequenos esta associada ndo somente a presenca de espécies

7]
T

juvenis, mas também de espécies “r’’estrategistas, inerentemente de pequeno porte, como
é o0 caso do G. stomatus. A dominancia de espécie de pequeno porte no CECSC pode ser
atribuida a aos impactos a que foi sujeito este estuario nas ultimas décadas, aumentando
o numero de espécies ‘r’ estrategistas. Do ponto de vista termodinamico, as espécies ‘r’

estrategistas dominam os ambientes perturbados e instaveis, de elevada entropia (como
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0s estuarios), por curtos intervalos de tempo, evitando a competicdo intra e interespecifica
(HAIRSTON et al., 1970; CUSHING, 1975; BETITO, 1984; BETITO, 2006). Sendo
assim, essas espécies conseguem, através de suas atividades oportunistas, manter suas
populacdes estaveis em ambientes altamente imprevisiveis, buscando alternativas de
sincronismo ecoldgico com as principais funcBes controladoras do sistema
(ULANOWICZ, 1979, 1987; ODUM, 1988; WULFF et al., 1989; CHRISTENSEN &
PAULY, 1993; BETITO, 2006). Viana et al. (2014) afirmaram que a diminuicdo de
individuos de grande porte em areas estuarinas pode estar associada as respostas
ecologicas as perturbacdes ocasionadas pelas agfes antropicas. Ecoutin et al. (2010)
observaram, no Senegal, apds 20 anos de impactos antropicos, uma significativa reducéo
do comprimento maximo das espécies de peixe explorada. Uma outra possibilidade para
a predominancia de individuos de pequeno porte capturados no CECSC esté associada a
seletividade do petrecho de pesca ativo (mangote) utilizado nesse complexo, com menor
tamanho de malha quando comparado com o arrastdo de praia (petrecho de pesca ativo)
aplicado no CERS.

A captura de individuos apresentando comprimento médio inferior ao tamanho de
primeira maturidade sexual (Lso) foi observada em ambos 0s complexos estuarinos
(25,4% e 18,3% do total de espécies capturadas em CECSC e no CERS, respectivamente).
Apesar de ndo parecer alarmante de uma maneira geral, esse percentual é preocupante
para espécies de importancia comercial como aquelas das familias Lutjanidae,
Carangidae, Gerreidae, Mugilidae e Scianidae, cuja propor¢do variou de 40 a 100%.
Membros destas familias sdo capturadas principalmente na regido costeira e possuem uma
grande relevancia socioeconémica para a pesca na regido (FREDOU et al. 2009 a,b;
LESSA et al., 2009). O uso da area para reproducdo no CECSC tanto na estacdo seca
quanto chuvosa foram restritas, cerca de ¥ do total. Entretanto, no CERS, 45,8% dos
individuos utilizaram a area para reproducdo no periodo seco e dentre as espécies que
mais contribuiram para esse elevado valor pode-se destacar a Sphoeroides testudineus,
Bardiela ronchus e Achirus lineatus. O pico reprodutivo do S. testudineus ocorre
principalmente no verdo, assim como o da espécie B. ronchus, que ocorre entre 0s meses
de dezembro e fevereiro, enquanto que a espécie A. lineatus, apresenta maior pico
reprodutivo na primavera, com desova parcelada no verdo (TARGETT, 1979; CASTRO
et al., 1999; OLIVEIRA e FAVARO, 2010), o que pode justificar a elevada utilizacéo
dessa area para reproducédo por parte dessas espécies

A ictiofauna pode apresentar respostas as variacfes climaticas, atraves de



LOPES, D. F. C. O uso da ictiofauna como bioindicadora de qualidade ambiental de... 52

composicdes diferenciadas nos periodos de estiagens em relacdo aos de maior
pluviosidade, bem como essas divergéncias podem ser atenuadas nos periodos em que
ndo hé instabilidade pluviométrica tio marcada (BRANCO & VERANI, 2006; FALCAO
et al., 2006). Entretanto, no presente estudo, os periodos sazonais ndo apresentaram forte
influéncia sobre a abundancia e a biomassa das espécies capturadas em ambos 0s
complexos estuarinos o que corrobora com o observado por VILLARROEL (1994),
BARLETTAet al. (2003) e PAIVA et al. (2008) em ambientes estuarinos
tropicais. Porém, a abundancia das espécies capturadas pela camboa, apresentaram
diferencgas significativas entre os dois complexos estuarinos e as espécies que mais
contribuiram para essa dissimilaridade foram a M. curema, C. edentulus E. argenteus, E.
gula, L. alexandrei, D. auratus capturados no CECSC e D. rhombeus, S. testudineus, C.
unidecimalis e B. ronchus capturados no CERS. Para Ramos e Vieira (2001), a
abundancia de determinadas espécies nos estuarios, podem estar associadas ao gradiente
latitudinal de temperatura e salinidade, bem como ao tamanho da &rea e aos seus
respectivos numeros de habitats. Essa dissimilaridade de fato pode estar associada a
diferencas estruturais entre os complexos estuarinos. O CECSC apresenta caracteristicas
de ria, uma maior area (25,9 km? e profundidade (maxima de 7 m), com uma
desembocadura mais larga (500 m), quando comparada ao CERS (MEDEIROS e
KJERFVE, 1993; CPRH, 2001; SILVA, 2009; MEDEIROS et al., 2001; GUIMARAES
etal., 2010; SILVA et al., 2011; SILVA et al., 2011).

A recente avaliacdo do Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade
(ICMBIo) em relacdo ao nivel de ameaca de extin¢do das espécies da fauna brasileira
(ICMBIo, 2016), identicou que, das 137 espécies capturadas no presente estudo, trés estao
classificadas como vulneraveis (VU) - M. atlanticus e S. parkeri (CERS) e H. erectus
(CECSC), cinco estdo na categoria de quase ameacada (NT) - H. unifasciatus, L. analis,
L. synagris (CECSC), M. liza e L. jocu (CECSC e CERS). Existe ainda dez espécies na
categoria de dados deficientes (DD) (G. ocellatus, C. ocellatus, S. brasiliensis, A.
probatocephalus (CECSC), G. funebris, M. curvidens, M. americanos e O.
punctatissimus (CERS). As espécies DD séo preocupantes pois caracterizam-se por haver
suspeitas de que as mesmas estejam em uma categoria de ameaca, entretanto ndo ha
informacdes suficientes para a sua categorizacao. Nesta categoria esta inserida M. curema
(CECSC e CERS), importante recurso pesqueiro, se destacando no presente estudo, em
termos de abundéncia e pelo elevado percentual de captura abaixo do tamanho de primeira

maturacao.
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As severas pressdes antropicas que os ambientes estuarinos estdo sofrendo
constantemente podem interferir na existéncia de algumas espécies e funcionamento do
ecossistema (KENNEDY et al. 2002). Portanto, informacdes sobre histéria de vida das
espécies e de que forma as mesmas utilizam os ambientes estuarinos sdo essenciais e
extremamente importantes em modelos de avaliacdo de estoque, avaliacdo de risco e a
aplicacdo de modelos com enfoque ecossistémico, possibilitando a elaboracdo de boas
praticas de manejo e de conservacao dos estoques (CARDOSO et al., 2016).

A discriminacdo dos impactos diretos ligados a pesca e dos indiretos da
degradacdo ambiental, além dos efeitos de fatores climaticos naturais sobre a fauna de
peixes pode ser facilitada por estudos ecoldgicos de longo prazo (LIKENS 1989). O
monitoramento da ictiofauna € uma ferramenta eficaz e imprescindivel na observacao
bioecoldgica das espécies. Monitoramento realizado através dos estudos de
biodiversidade podem ser complementados por ferramentas que possam auxiliar na
identificacdo dos impactos, a exemplo do uso de biomarcadores histopatologicos (LINS
etal., 2010; VIANA et al., 2013), hematologicos (VENTURA et al., 2015) e enzimaticos
(COGO et al., 2009; ASSIS et al., 2010, 2012; VIANA et al., 2013 Op. cit.; ARAUJO et
al., 2016), além da quantificagdo dos poluentes langados nesses ambientes (LIMA et al.,
2009; TRINDADE et al., 2012).

As informacdes obtidas no presente trabalho destacam a importancia ecolégica e
socioecondmica dos dois complexos estuarinos tropicais (CECSC e CERS), localizados
no estado de Pernambuco, regido nordeste do Brasil. Ecologica uma vez que os resultados
indicam que a ictiofauna utiliza esses complexos principalmente como area de
crescimento e que pode estar havendo um efeito dos impactos antrépicos principalmente
em relacdo ao CECSC. Entretanto, o conhecimento destes impactos e principalmente da
historia de vida das espécies ainda é bastante incipiente. Por exemplo, um elevado
percentual de espécies ndo possui informagdes de Lso € Lmax € um consideravel nimero
de espécies categorizadas como DD. A auséncia dessas informacgdes associadas aos
impactos antropicos pode vir a interferir diretamente na economia dos pescadores
artesanais que atuam nas areas estuarinas avaliadas no presente estudo, bem como os que
exercem essa atividade nas areas costeiras, pois devido a conectividade entre esses
ambientes, varias espécies de importancia comercial utilizam os estuarios em
determinados momentos do seu ciclo de vida, tornado essencial a preservacao desses

ambientes.
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Acetilcolinesterase de trés espécies de perciformes: da caracterizacéo ao efeito de

metais e pesticidas

Resumo

No presente trabalho, a acetilcolinesterase (AChE) do cérebro das espécies Centropomus
undecimales, Diapterus auratus e Diapterus rhombeus, oriundos da pesca artesanal
realizada no rio Formoso, municipio de Tamandaré, foi caracterizada e sua atividade
ensaiada na presenca de inibidores especificos (BW284c51, Neostigmina, Eserina e Iso-
OMPA), metais (Cd?*, Hg?*, Zn?*, Cu®*, As®* e Pb?") e pesticidas (diclorvos, carbaril e
carbofuran). Foram avaliados parametros fisico-quimicos como pH étimo, temperatura
Otima, estabilidade térmica e os parametros cinéticos, constante de Michaelis-Menten
(km) e Velocidade méaxima (Vmax) afim de conhecer o funcionamento da enzima em
condigdes Otimas para os ensaios. A AChE foi identificada como a ChE predominante no
cérebro das espécies C. undecimalis, D. auratus e D. rhombeus. O substrato S-
butiriltiocolina, identificou que a atividade similar a da BChE no tecido cerebral dessas
espécies foram proximas a zero, ndo sendo possivel realizar os testes de inibicdo por
metais e pesticidas para essa enzima. Para as trés espécies, a AChE apresentou pH 6timo
entre 7,0 a 8,0, temperatura 6tima entre 40 e 45 °C e mantiveram aproximadamente 60%
da atividade até 50 °C. O Carbofuran se mostrou o pesticida mais agressivo mesmo em
concentragGes muito baixas (ICso: 0,1817, 0,1745 e 0,2035 puM - C. undecimalis, D.
auratus e D. rhombeus, respectivamente), seguido do Diclorvés e do Carbaril. Portanto,
as AChEs dessas espécies podem ser utilizadas como biomarcadores da exposicao a
pesticidas, bem como dos metais Hg?*(D. rhombeus), As®* (D. auratus e D. rhombeus) e
Cu?* (D. auratus) em amostras ambientais.

Keywords: Acetilcolinesterase, Biomarcadores, Pesticidas, Metais pesados
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4.1 Introducéo

A acetilcolinesterase (AChE) é a enzima responsavel por hidrolisar o
neurotransmissor acetilcolina (ACh) nas sinapses colinérgicas, assegurando que 0s
impulsos nervosos responsaveis pela comunicagdo dos neurénios ocorram de forma
intermitente (WESTFALL e WESTFALL, 2006; ASSIS et al., 2014; ARAUJO et al.,
2016a; ARAUJO et al., 2016b). Essa enzima possui também um papel essencial na adesao
celular, diferenciacdo hematopoiética e no desenvolvimento neural, o que a torna
extremamente importante para o desenvolvimento e funcionamento do sistema nervoso
dos organismos (SILMAN e SUSSMAN, 2005; CAMPANHA et al 2014; ASSIS et al.,
2014). A inibicdo de sua funcdo classica ocasiona o acumulo de AChE na fenda sinaptica
e a hiperestimulacdo dos receptores pos-sindpticos, ocasionando a chamada sindrome
colinérgica que abrange desde transpiracdo e secre¢fes em excesso, passando por
convulsdes, falha respiratoria e morte, nos casos mais graves (LARINI, 1999; CALDAS,
2000).

A inibicdo por agrotoxicos anticolinesterasicos ocorre pela interagdo com o
subsitio esterasico da AChE, ocorrendo fosforilagdo para organofosforados e
carbamilacdo no caso dos pesticidas carbamatos, impedindo sua ligagdo com o substrato
(WHO, 1986a, 1986b; QUINN, 1987; TOUGU, 2001; ASSIS et al., 2011; ARAUJO et
al., 2016b). A inibicdo por metais pesados ocorre pelo fato dos mesmos se ligarem aos
sitios periféricos e gerarem modificacGes conformacionais ou alteraces nos padrdes de
hidratacdo do centro ativo, modificando a taxa de hidrélise do substrato pela AChE,
ocasionando sérios problemas neurolégicos (TOMLINSON et al.,, 1980; OLSON e
CHRISTENSEN, 1980; HUGHES e BENNETT, 1985; ASSIS et al., 2015).

As zonas urbanas e industriais sdo as principais fontes de poluicdo dos
ecossistemas aquaticos, pois langam, na maioria das vezes, todo seu efluente com elevada
carga de poluentes que ndo sdo facilmente removidos com a utilizacdo de sistemas
convencionais de tratamento de &aguas residuais, resultando na liberacdo de altas
concentracOes de substancias potencialmente toxicas aos organismos que habitam esses
ecossistemas (ROMANI et al., 2003; TILTON et al., 2011; LIMA et al., 2012). Os
pesticidas e os ions metélicos sdo algumas das substancias potencialmente toxicas que
sdo amplamente utilizadas nas atividades domesticas, agricolas e industriais (ARAUJO
etal., 2016).

A utilizacdo de ferramentas para auxiliar na identificacdo e quantificacdo desses

poluentes, bem como o controle de langamento dos mesmos nos ecossistemas aquaticos
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é de grande importancia para preservacdo da salide humana e ambiental (RODRIGUEZ-
FUENTES e GOLD-BOUCHOT, 2000; FULTON e KEY, 2001; ASSIS et al., 2010;
SILVA et al.,, 2013; ARAUJO et al., 2016a). Os biomarcadores fazem parte desse
conjunto de ferramentas por serem medidas funcionais de exposicao a fatores de estresse
manifestados em nivel bioquimico, fisiolégico, comportamental e morfoldgico, que
envolvem componentes moleculares, celulares, genéticos, imunolégicos e fisiologicos
importantes na identificacdo das alteracdes ocasionadas a salide dos organismos expostos
a inimeras substancias quimicas (COIMBRA et al., 2013). A quantificacdo da atividade
da AChE vem se tornando um dos biomarcadores de neurotoxicidade mais utilizados
(DERIEUX et al., 2011) e ja foi avaliada em diversos organismos, incluindo os aquaticos,
uma vez que os niveis de atividade refletem a poluicdo ambiental mesmo quando os
compostos quimicos ndo estdo mais presentes na dgua, uma vez que estas substancias se
mantem ligadas a enzima (RODRIGUEZ-FUENTES e GOLD-BOUCHOT, 2000;
DERIEUX e KEY, 2001; ASSIS et al., 2012; SILVA et al., 2013; ALBENDIN et al.,
2016).

A AChE é uma enzima que possui alto polimorfismo inter e intra-especifico o que
ocasiona respostas distintas aos diversos poluentes, dentre eles os metais pesados e 0s
agrotoxicos, dificultando assim a avaliacdo e comparacdo de resultados entre diferentes
espécies (TOMLINSON et al., 1981; ASSIS et al. 2010; ASSIS et al., 2012). Entretanto,
0s peixes tém se mostrado como fontes praticas e economicamente viaveis de AChE,
tornando rotineiros os procedimentos de biomonitoramento dos ecossistemas aquaticos
por ser um método viadvel e eficaz para diagnosticar a presenca de pesticidas e metais
pesados, tendo em vista que a enzima estd presente em tecidos que sdo comumente
descartados, dentre eles, o cérebro (SILVA et al., 2013).

O estudo do uso de espécies de peixes como bioindicadoras de poluigdo, avaliando
os efeitos negativos ocasionados pelos pesticidas, metais pesados e inibidores especificos
sobre a AChE presente em varios tecidos (inclusive os cerebrais) de peixes, foram
realizados principalmente para espécies de agua doce, a saber: Oreochromis niloticus
(RODRIGUEZ-FUENTES e GOLD-BOUCHOT, 2000); Lepomis macrochirus
(BEAUVAIS et al., 2002); Cyprinus carpio (CHANDRASEKARA e PATHIRATNE,
2005); Colossoma macropomum (ASSIS et al., 2010); Arapaima gigas, Electrophorus
electricus (ASSIS et al., 2012; 2014; 2015); Lepomis gibbosus (RODRIGUES et al.,
2011); Acanthochromis polyacanthus (BOTTE et al., 2012); Danio rerio (LIMA et al.,
2012); Cichla ocellaris (SILVA et al., 2013); Labeo rohita (GHAZALA et al., 2014);
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Cyprinus carpio (WANG et al., 2015); Cnesterodon decemmaculatus (MENENDEZ-
HELMAN et al., 2015); Parachromis managuensis (ARAUJO et al., 2016);Oreochromis
niloticus (OLIVEIRA et al., 2017); Channa punctatus (SINGH et al., 2018). Espécies
marinhas, embora em menor proporcao, também foram utilizadas com este propdsito, tais
como: Pleuronectes platessa, Scomber scomber, Solea solea (BOCQUENE et al., 1990):
Pomatoschistus micros (MONTEIRO et al., 2005); Micropogonias furnieri e Catharops
spixii (TORTELLI et al., 2006).

O estado de Pernambuco, regido Nordeste do Brasil, apresenta 17 areas estuarinas
(PAIVA e ARAUJO, 2010) com consideravel grau de impacto, principalmente pelo
desmatamento, erosdo, efluentes domésticos e agro-industriais (inclusive as
sucroalcooleiras), bem como das fazendas de carcinicultura (SOUZA e SAMPAIQO, 2001;
CPRH, 2003a, 2003b, SILVA-JUNIOR et al., 2016). Com a expanséo dos grandes centros
urbanos, dos parques industriais e das grandes areas agricolas proximas aos estuarios
pernambucanos e, consequentemente, do aumento do volume de seus respectivos
efluentes (em alguns casos, in natura) contendo, na maioria das vezes, concentracdes
elevadas de substancias altamente toxicas (como os metais pesados e pesticidas), surge a
demanda por identificar espécies que possam ser utilizadas como organismos indicadores
de contaminacdo ambiental.

O camurim Centropomus undecimalis (Bloch, 1792) e as espécies comumente
chamadas de carapeba, Diapterus auratus (Ranzani, 1842) e Diapterus rhombeus
(Cuvier, 1829), sdo amplamente distribuidas nos estuérios de Pernambuco (Merigot et al.,
206; Silva et al., 2016), além de serem importantes como fonte de alimento e de renda,
uma vez que sdo bastante capturados pela pesca artesanal no estado (CHEN et al., 2007;
SANTOS e ROCHA 2007; IBAMA, 2008). Adicionalmente, essas espécies fazem parte
de diferentes guildas alimentares, sendo o C. undecimalis piscivoro (LIRA et al., 2017),
e as espécies D. auratus, e D. rhombeus, zoobentivoro e zooplanctivoro, respectivamente
(TEMOTEQO et al., 2015). Espécies com nivel trofico diferentes podem sofrer com
distintos niveis de contaminacgéo devido a gradacéo da bioacumulacdo dos poluentes ao
longo da cadeia alimentar (CHEN e FOLT, 2005; NANINI-COSTA et al., 2016). Pelos
motivos supracitados, estas espécies foram utilizadas neste presente estudo.

O presente estudo teve como objetivo, caracterizar os parametros fisico-
quimicos e cinéticos da AChE cerebral das espécies C. undecimalis, D. auratus e D.
rhombeus, e avaliar os efeitos (in vitro) de pesticidas e ions metalicos sobre as suas

respectivas atividades a fim de investiga-las futuramente como possiveis biomarcadores
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de exposicdo a agentes anticolinesterasicos, acima dos niveis estabelecidos por leis

nacionais e internacionais, nos ambientes que constituem o habitat dessas espécies.

4.2. Metodologia
4.2.1. Area de estudo

O trecho do estuario do rio Ariquinda, fica localizado no municipio de Tamandare,
litoral sul do estado de Pernambuco, regido Nordeste do Brasil (Figura 1), e possui uma
extensdo de 7 km que, juntamente com seu afluente Unido, detém grande importancia
como componente do complexo estuarino do rio Formoso (CPRH, 1999; CASTIGLIONI
e COELHO, 2011). Essa area foi selecionada por estar inserido em duas importantes
Areas de Protecdo Ambiental (APA). Uma delas é a APA de Guadalupe que foi criada
pelo governo de Pernambuco em 13 de margo de 1997 através do Decreto n® 19.635, e
que compreende 0s municipios de Sirinhaém, Rio Formoso, Tamandaré e Barreiros, e
possui 0 objetivo de proteger e conservar os sistemas naturais essenciais a biodiversidade,
especialmente os recursos hidricos, visando uma melhoria da qualidade de vida da
populacdo local, protecdo dos ecossistemas e 0 desenvolvimento sustentavel da regido
(CPRH, 2011).

A segunda é a APA da Costa dos Corais, que foi criada em 23 de outubro de 1997
e abrange 8 municipios no estado de Alagoas e 3 no estado de Pernambuco, entre eles,
Tamandaré, e tem como objetivos, garantir a conservacdo dos recifes coraligenos e de
arenito, com sua fauna e flora, manter a integridade do habitat e preservar a populacéo do
Peixe-boi marinho (Trichechus manatus), proteger os manguezais em toda a sua extensao,
situados ao longo das desembocaduras dos rios, com sua fauna e flora, ordenar o turismo
ecoldgico, cientifico e cultural, e demais atividades econémicas compativeis com a
conservacao ambiental e incentivar as manifestagdes culturais e contribuir para o resgate
da diversidade cultural regional (BRASIL, 1997). Para Arruda (2010), o rio Formoso
ainda se encontra relativamente mais preservado quando comparado a outros estuarios de

Pernambuco e de outras partes do Brasil.
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Fig. 1. Localizacdo do porto de desembarque pesqueiro onde os espécimes foram
adquiridos, estuario do rio Ariquinda, complexo estuarino do Rio Formoso, municipio de

Tamandare, litoral sul de Pernambuco, regido nordeste do Brasil.

4.2.2. Obtencao dos espécimes

Os espécimes foram adquiridos, ja resfriados em gelo, junto aos pescadores
artesanais do municipio de Tamandaré no exato momento do desembarque. Apos a
identificacdo, foram separados, de forma aleatoria, cinco individuos de cada espécie (C.
undecimalis, D. auratus e D. rhombeus) e, ainda em campo, foram extraidos os tecidos
cerebrais com o auxilio de tesouras e pincas cirurgicas. Os tecidos foram armazenados
em potes plasticos, etiquetados e armazenados em caixas isotérmicas contendo gelo seco
e conduzidos ao Laboratério de Enzimologia do Departamento de Bioquimica da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), onde foram mantidas no freezer (- 20 °C)

para posterior anélise.

4.2.3 Materiais utilizados

Foram adquiridos iodeto de acetiltiocolina, albumina de soro bovino, acido 5, 5-
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ditiobis (2-nitrobenzbico) (DTNB), Tris (hidroximetil) aminometano e dimetilsulfoxido
(DMSO) da Sigma-Aldrich. Foram obtidos diclorvos de grau analitico (98,8%),
carbofuran (99,9%) e carbaril (99,8%), sendo adquiridos da Riedel-De-Haen, Pestanal®.
O hidrogenofosfato dissodico e o HCI foram obtidos da Merck. O citrato trissodico foi
adquirido a partir de Vetec. A glicina foi adquirida da Amersham Biosciences.
Tetraisopropil  pirofosforamida  (Iso-OMPA), Dibrometo de 1,5-bis  (4-
alildimetilamoniofenil) pentan-3-ona (BW284c¢51), brometo de neostigmina, eserina,
albumina bovina. O arsenito de sédio foi obtido da Merck (Darmstadt, Alemanha), o
cloreto de cadmio, cloreto de cobre, cloreto de chumbo e cloreto de zinco foram
adquiridos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). cloreto de mercario de Reagen (Rio de

Janeiro, Brasil)

4.2.4 Extracgao e caracterizagédo da Acetilcolinesterase
Os tecidos dos cerebros dos peixes, foram homogeneizados em tampéo Tris-HCI
0,5 mol/L, pH 8,0, mantendo uma razéo de 20 mg de tecido por ml de tampdo, utilizando
um disruptor de tecidos Potter-Elvehjem (IKA RW-20 digital). Os homogenatos foram
centrifugados durante 10 min a 10.000 x g (4° C) e os sobrenadantes (extratos brutos)
foram congelados a -20° C (ASSIS et al., 2014).

4.2.4.1 Atividade enzimética e determinacéo proteica

A atividade enzimaética foi realizada da seguinte forma: DTNB 0,25 mM (200 uL)
preparado em tampéo HCI Tris 0,5 M pH 7,4 foi adicionado ao extrato bruto (20 uL). A
reacdo foi iniciada pela adi¢do de 62 mM de acetiltiocolina ou S-butiriltiocolina (20 pL)
(ASSIS et al., 2010; SILVA et al., 2013; ARAUJO et al., 2016b). A atividade foi
determinada em quadruplicata por espectrofotometria (Bio-Rad xMark™) seguindo a
absorbancia a 405 nm nos tempos 0 e 180 s, onde a reacdo exibiu um padrdo de cinética
de primeira ordem (linear). Uma unidade de atividade (U) foi definida como a quantidade
de enzima capaz de converter 1 umol de substrato por minuto, por mL de solugdo.
Preparou-se, de modo semelhante, um ensaio em branco. Neste ensaio, o tamp&o Tris-
HCI a 0,5 mol/L, pH 8,0, substituiu a amostra de extrato bruto. O teor de proteina foi
estimado de acordo com Sedmak and Grossberg (1977), utilizando albumina de soro

bovino como padréo.
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4.2.4.2 Parametros cinéticos
A constante de Michaelis-Menten (Knm) e a velocidade maxima (Vmax) referentes
a reacdo enzimética foram estimadas realizando o teste de determinacéo da atividade com
concentragOes crescentes dos substratos acetil- e S-butiriltiocolina (concentragdes de
0,80-20,8 mM). As atividades foram ajustadas para uma regressdo ndo linear (modelo
hiperbdlico de Michaelis-Menten), usando o software MicroCal™ Origin® versdo 8.0
(ARAUJO et al., 2016b).

4.2.3.3 Determinacdo do pH, temperatura otima e estabilidade térmica

Os ensaios foram realizados utilizando solu¢cdes de DTNB numa faixa de pH de
2,5 a 9,5 utilizando os tamp@des citrato-HCI (2,5 a 4,5), fosfato-citrato (4,0 a 7,5), Tris-
HCI (7,2 a2 9,0). A hidro6lise ndo enzimética do substrato (ocorrida principalmente em pH
bésico) foi corrigida por subtracdo dos valores dos brancos nos respectivos pHs. A
temperatura 6tima foi estabelecida por ensaio da atividade da enzima exposta a
temperaturas numa faixa de 5 a 80 °C durante 15 min com posterior adicdo do DTNB e
leitura a 405 nm por 180 s (SILVA et al., 2013). A estabilidade térmica de AChE de C.
undecimalis, D. auratus e D. rhombeus foi avaliada expondo amostras de extrato bruto
durante 30 min a temperaturas variando entre 25 e 80 °C e ensaiando a atividade apds 15
min de equilibrio a 25 °C (temperatura ambiente) (ARAUJO et al., 2016b).

4.2.3.4 Ensaios de inibigao

Para identificar quais colinesterases estdo presentes no cérebro de C. undecimalis,
D. auratus e D. rhombeus, o extrato bruto foi exposto aos inibidores seletivos do
dibrometo de 1,5-bis(4-alil-dimetilamonio-fenil) pentan-3-ona (BW284c51, inibidor de
AChE, tetraisopropil fosforamida (Iso-OMPA, inibidor de BChE), brometo de
neostigmina e eserina (inibidores da colinesterases totais) em concentracdes variando de
0,001 a 10 mM. O ensaio foi realizado em quadruplicada de acordo com Silva et al. (2013)
e Aratjo et al. (2016), incubando 10 uL de extrato bruto com 10 uL de inibidor, durante
60 min, em microplaca de 96 pocos. Em seguida, foram adicionados 200 pL de DTNB
0,25 mM e a reacdo comegou apo6s a adi¢do de 20 pL de acetiltiocolina 62 mM. A
absorbancia foi analisada a 405 nm durante 180 s e a atividade residual foi determinada
utilizando a auséncia de inibidor (10 pL de extrato bruto com 10 pL de dgua destilada)
como 100% de atividade.

O efeito de pesticidas anticolinesterasicos sobre a AChE foi determinado para trés
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pesticidas: um organofosforado (diclorvos) e dois carbamatos (carbaril e carbofuran). Os
inseticidas foram dissolvidos em DMSO e depois diluidos em agua destilada, em cinco
concentracOes finais que variam de 0,001 a 10 mM, sendo cada concentracdo 10 vezes
maior que a subsequente. As solugdes de pesticidas (10 uL) foram incubadas com extrato
bruto (10 uL) durante 1 h, e a atividade residual (%) foi determinada como anteriormente
descrito (para os inibidores seletivos) utilizando a auséncia de pesticida como 100 % de
atividade (ASSIS et al., 2010; ARAUJO et al., 2016b).

AChE foi exposta a seis fons (As*, Cd?*, Cu?*, Hg?*, Pb?* e Zn?") durante 40
min (BOCQUENE et al., 1990) usando dilui¢@es iguais as utilizadas para os testes de
inibicdo por pesticidas (0,001 a 10 mM). A atividade enzimatica foi realizada de acordo
com o descrito acima para inibidores e pesticidas e a atividade residual foi determinada
utilizando a auséncia de inibidor como 100%.

As concentragdes capazes de inibir em 50% e 20% a atividade enzimética (ICso e
IC20, respectivamente) foram estimadas para cada inibidor (pesticidas, ions metalicos e
inibidores especificos). Os valores de 1Cso foram utilizados no calculo da constante de
inibicdo (Ki), utilizando a equagédo de Cheng e Prusoff (1973):

_ IC50
1+ [S1/Knm

Onde [S] corresponde a concentragdo do substrato.

K;

Os valores de ICyo séo utilizados como limite de inibicdo a partir do qual se
considera a presenga de agentes anticolinesterdsicos em amostras analisadas (FAO,
2007).

4.2.4 Anélise de dados

Todos o0s ensaios enzimaticos e de inibicdo foram realizados em temperatura
ambiente (25°C). Os extratos brutos dos cérebros de cada espécie de peixe foram
analisados (em quadruplicata para cada concentracdo de pesticidas, inibidores especificos
e ions) e os dados foram expressos como média + desvio padrdo. Estes dados foram
analisados estatisticamente por regressdo nao-linear ajustados aos modelos sigmoidal
(Boltzmann), polinomial ou decaimento exponencial (p < 0,05), de acordo com o
comportamento da curva de inibi¢do, usando Microcal™ Origin® verséo 8.0. Respeitando
as premissas necessarias de normalidade e homocedasticidade, foi realizada,
separadamente para cada espécie, a andlise de variancia (ANOVA one-way) para

comparar as inibigdes medias ocasionadas pelas diferentes diluicGes dos inibidores
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especificos, dos metais pesados e pesticidas, seguido do teste Tukey para 0s casos onde

houveram diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05).

4.3 Resultados
As velocidades maximas (Vmax) para hidrdlise enzimatica da acetiltiocolina
encontradas em C. undecimalis, D. auratus e D. rhombeus foram: 289+13,13; 215+8,97
e 224+10,12 mU/mg, respectivamente (Tabela 1). Os valores de Kn, concentracdo do
substrato necessaria para alcangar a metade da Vmax da reacdo e que representa a afinidade

de uma enzima pelo substrato, estao ilustrados na tabela 1.

Tabela 1. Valores de velocidades maximas (Vmax) € constante de inibi¢éo (Ki) da AChE
em trés espécies capturadas no rio Ariquinda, complexo estuarino do Rio Formoso,
municipio de Tamandaré, litoral sul de Pernambuco, regido nordeste do Brasil.

Substrato Centropomus undecimalis Diapterus auratus  Diapterus rhombeus
Km (mM) 0,99+0,31 0,49 £ 0,14 1,97 £0,34
Vmax (MU/mg) 268,1 + 15,62 215 +8,97 224 +10,12

As AChEs cerebrais das trés espécies avaliadas no presente estudo apresentaram
uma temperatura 6tima de 35°C e a desnaturacao total da enzima so foi observada quando
a temperatura atingiu 60 °C (Figura 2). Para a estabilidade térmica, as AChEs das trés
espécies apresentaram desempenho moderado, uma vez que retiveram 61, 72 e 67 % da
atividade até 45 °C para C. undecimalis, D. auratus e D. rhombeus, respectivamente
(Figura 3). O maior valor de pH 6timo foi observado para o C. undecimalis (8,0), e 0s

menores para 0 D. rhombeus e D. auratus, com 7,2 e 7,0, respectivamente (Figura 4).
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sul de Pernambuco, regido nordeste do Brasil.
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capturadas no estuario do rio Ariquinda, litoral sul de Pernambuco, regido nordeste do

Brasil.

A atividade ChE do cérebro das trés espécies apresentou uma forte reducédo na
presenca do inibidor especifico BW284c51 o que confirma a presenca de AChE nesses
tecidos (Figura 5a). Outras inibi¢des intensas também foram observadas na presenca dos
inibidores de ChEs totais, Neostigmina e Eserina (Figura 5b e 5c, respectivamente).
Entretanto, a presenca do inibidor 1so-OMPA (Figura 5d) ndo causou inibicdo tdo
acentuada. Os valores de ICy, da concentracéo inibitoria mediana (ICso) e da constante

de inibicdo (K;) ligados a esses inibidores sdo listados para cada espécie na Tabela 2.
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Figura 5. Atividade de AChE presente no tecido cerebral das espécies C. undecimalis, D.
auratus e D. rhombeus capturadas no estuario do rio Ariquinda, litoral sul de
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mM) de inibidores seletivos: (a) BW284c51; (b) Neostigmina; (c) Eserina; (d) Iso-
OMPA.



LOPES, D. F. C. O uso da ictiofauna como bioindicadora de qualidade ambiental de... 86

Tabela 2. Valores de 1C2, ICso € Ki estimados para a ChE presente no tecido cerebral
de trés espécies capturadas no estuario do rio Ariquinda, litoral sul de Pernambuco,

regido nordeste do Brasil, na presenca de inibidores especificos.

Inibidores C. undecimalis D. auratus D. rhombeus
IC 2 I1Cso Ki IC 2 1Cs0o Ki 1C2 1Cs0 Ki
(mv)  (mM) (M) (mM)  (mM) (M) (mM)  (mM)  (UM)
BW284c51 0,0072 0,0253 0,397 0,0006 0,0064 0,055 0,0004 0,0015 0,040
Iso-OMPA 0,0258 0,5274 8,289 1250,2 0,4196 3,297 0,1327 2,370 70,821
Eserina 0,0001 0,0006 0,009 0,0002 0,0013 0,011 0,0026 0,0047 0,143
Neostigmina ~ 0,0001  0,0003 0,004 0,0001 0,0003 0,002 0,0002 0,0008 0,025

O Zn?* foi o Gnico ion que ndo apresentou inibi¢ao significativa (p > 0,05) da
AChE, para as trés espécies, dentro da faixa de concentracdo avaliada (0 — 10 mM)
(Figura 5a). As inibi¢bes ocasionadas por esse ion nas espécies D. rhombeus e C.
undecimalis foram inferiores a 20% na concentracdo de 1 mM. Para a espécie D. auratus
esse ion inibiu 28,9 %, da atividade apenas na concentracdo de 5 mM (Figura 6a). A
atividade da AChE na espécie D. rhombeus ndo apresentou diferenca significativa (p >
0,05) entre as concentracdes quando exposta ao ion Cd?*. Entretanto, para as espécies D.
auratus e C undecimalis, as inibicbes apresentaram diferencas significativas (p < 0,05)
entre as concentracdes desse ion. Na concentracdo de 1 mM, o Cd?" apresentou potencial
inibitério inferior a 12 % na espécie D. rhombeus e, nas espécies D. auratus e C.
undecimalis, esse ion inibiu 42,1 e 49,7 % da atividade da AChE (Figura 6b).

A AChE do D. rhombeus e do C. undecimalis sofreu inibi¢do de 10,7 € 25,5 % em
suas respectivas atividades quando expostas ao Cu?* em concentragdo de 1 mM e ndo
apresentaram diferengas significativas (p > 0,05) entre as diferentes concentragcdes as
quais foram expostas. Entretanto, o oposto foi observado para a AChE da espécie D.
auratus, que sofreu uma inibicdo de 32% (1 mM) e as concentragcdes apresentaram
diferencas significativas de inibicdo (p < 0,05) (Figura 6c¢). As diferentes concentracdes
do Pb?" apresentaram diferenca significativa (p < 0,05) para a espécie D. auratus e ndo
significativa (p > 0,05) para a espécie C. undecimalis. Esse ionem concentracdo de 1 mM
inibiu 46,1 e 15,8% da atividade da AChE nas espécies D. auratus e C. undecimalis,
respectivamente. Devido ao término do extrato bruto, ndo foi possivel identificar o
potencial inibitorio do Pb?* sobre a AChE presente no cérebro da espécie D. rhombeus
(Figura 6d).

O As** apresentou forte inibicdo da AChE presente nas espécies C. undecimalis
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(67,4%) e D. rhombeus (73,4%) na concentracdo de 1 mM, e, consequentemente,
apresentaram diferencas significativas (p < 0,05) na faixa de concentracdo avaliada (0 —
10 mM). Para o D. auratus a inibicdo foi de 27,8%, entretanto, ndo houve diferenca
significativa entre as concentracdes do referido ion (Figura 6e). A atividade da AChE das
espécies D. rhombeus e C. undecimalis apresentaram diferencas significativas (p > 0,05)
entre as concentragdes de Hg?" as quais foram expostas. Esse ion inibiu 83,5% da
atividade da AChE da espécie D. rhombeus na concentracdo de 0,1 mM e 100% da
atividade no C. undecimalis na concentracdo de 1mM. Para a espécie D. auratus, a
inibicdo ocasionada pelo Hg?* foi de 27,8% (1mM), ndo sendo constatada diferenca
significativa (p>0,05) entre as concentracBes (Figura 5f). Os valores de ICx e da
concentracédo inibitoria mediana (ICsg), além dos valores da constante de inibi¢do (Kij)

desses ions metalicos para as trés espécies estdo ilustrados na tabela 3.

Tabela 3. Valores de ICxo, ICso € Kj estimados para a AChE presente no tecido cerebral
de trés espécies capturadas no estuario do rio Ariquinda, litoral sul de Pernambuco, regido

nordeste do Brasil, na presenca de ions metalicos.

fons C. undecimalis D. auratus D. rhombeus

IC 2 I1Cso Ki IC 2 1Cso Ki IC 2 I1Cso Ki
(mM) (mM)  (uUM) (mM) (mM) (LM) (mM) (mM)  (uUM)

Cd?*  0,0048 2,9529 0,046 0,0603 2,7474 21,542 - - -

Cu?*  0,0829 - - 0,1607 1,3868 10,876  3,0307 - -

Hg*  0,1007 0,1204 1,892 0,5243 29711 23,291  0,0001 0,0007 0,027
As®*  0,0521 0,3019 4,744  0,0133 - - 0,1722 0,5273 16,221
Pb%*  2,2099 - - 0,0768 1,7966 14,080  0,1374 0,7079 21,863

Zn?* - - - 0,0039 - - - - -
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Figura 6. Atividade de AChE presente no tecido cerebral das espécies C. undecimalis, D.

auratus e D. rhombeus capturadas no estuario do rio Ariquinda, litoral sul de

Pernambuco, regido nordeste do Brasil, na presenca de concentragdes crescentes (0-10
mM) dos ions metalicos: (a) Zn?*; (b) Cd?*; (c) Cu®*; (d) As** e (e) Hg?
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Os valores estimados das concentrac6es do pesticida Carbofuran onde ocorreu 50
% de inibicdo da atividade da AChE (ICsg) nas espécies C. undecimalis, D. auratus e D.
rhombeus foram: 0,1817, 0,1745 e 0,2035 uM, respectivamente (Figura 7). Para o
Carbaril, esses valores foram: 1,0461, 2,4318 e 4,9577 uM para as espécies D. auratus,
C. undecimalis e D. rhombeus, respectivamente. O Diclorvos apresentou 0s maiores
valores de 1Cso entre os pesticidas testados (Tabela 4). As diferentes concentragdes dos
referidos pesticidas apresentaram diferencas significativas (p<0,05) nas inibi¢cdes da
AChE para as espécies. Os valores detalhados de 1C2o, ICso € K desses pesticidas para as

trés espécies estdo ilustrados na tabela 4.

Tabela 4. Valores de IC2, ICso € K; estimados para a ChE presente no tecido cerebral de
trés espécies capturadas no estuario do rio Formoso, litoral sul de Pernambuco, regido

nordeste do Brasil, na presenca de pesticidas.

C. undecimalis D. auratus D. rhombeus
Pesticidas 1Cy0 1Cso Kj 1Cyo 1Cso Ki 1C2 1Cso Ki
(mM) (mM) (M) (mM) (mM) M) (mM)  (mM)  (UM)

Diclorvés  0,0013 0,0064 0,020 0,0027 0,0116 0,091 0,0019 0,0042 0,129
Carbaril 0,0003 0,0025 0,004 0,0002 0,0014 0,011 0,0015 0,0053 0,163
Carbofuran 0,000  0,0001 0,001 0,0001 0,0002 0,001 0,0001 0,0001 0,003
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Figura 7. Atividade de AChE presente no tecido cerebral das espécies C. undecimalis, D.
auratus e D. rhombeus, capturadas no estudrio do rio Ariquinda, litoral sul de
Pernambuco, regido nordeste do Brasil, na presenca de concentragdes crescentes (0-10

mM) dos pesticidas: (a) Carbofuran, (b) Carbaril e (c) Diclorvés.
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4.4 Discussdo
ApoOs testes preliminares utilizando o substrato S-butiriltiocolina, foi possivel

identificar que a atividade similar a da BChE no tecido cerebral das espécies Centropomus
undecimalis, Diapterus auratus e Diapterus rhombeus, avaliadas no presente estudo,
foram proximas a zero, ndo sendo possivel realizar os testes de inibicdo por metais e
pesticidas para essa enzima. A baixa atividade BChE-similar foi também constatada no
estudo realizado por Araujo et al. (2016) para espécie Parachromis managuensis. Além
disso, outros estudos confirmaram a auséncia ou baixissima presenca da BChE em tecidos
cerebrais de varias espécies de peixes (MONTEIRO et al., 2005; JUNG et al., 2007,
PEZZEMENTI e CHATONNET, 2010; SILVA et al., 2013). Isso pode ser justificado
pelo fato dessa enzima ter presenca mais efetiva em tecido hepético e no plasma
(COKUGRAS, 2003). Na caracterizacdo da AChE de um tecido, é necessario determinar
se ha BChE ou ndo nesse tecido pois essa enzima consegue quebrar, em menor
velocidade, o substrato da AChE e pode superestimar a atividade da AChE. E preferivel
escolher tecidos nos quais ndo haja a ocorréncia de BChE (RODRIGO-FUENTES, 2004;
VARO et al., 2005, 2007).

Ndo obstante a auséncia da BChE, os inibidores neostigmina e eserina
comprovaram a presenca da atividade colinesterasica no cérebro das espécies avaliadas.
Os baixos valores de Km encontrados para C. undecimalis, D. auratus e D. rhombeus
confirmam que o substrato acetiltiocolina foi hidrolisado de forma eficiente, enfatizando
a presenca da AChE nos tecidos cerebrais dessas trés espécies. Outro importante fator
que evidencia a predominancia da AChE € a intensa inibicdo ocasionada pelo BW284c51,
considerado inibidor especifico dessa enzima, como observado por Monteiro et al. (2005)
para a espécie Pomatoschistus micros (estuarina), por Assis et al. (2014) para espécies
Rachycentron canadum (marinha) e por Araujo et al. (2016b) para a espécie Parachromis
managuensis (dulcicola). Os valores de Km e Vmax encontrados para as trés espécies
indicam que a AChE é a ChE predominante no cérebro das espécies C. undecimalis, D.
auratus e D. rhombeus. Esses valores sdo similares aos observados na literatura para

outras espécies que habitam ambientes marinhos e dulcicolas (Tabela 5).
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Tabela 5. Parametros cinéticos da AChE presente no tecido cerebral de espécies que

habitam ambientes marinhos e dulcicolas observados na literatura.

Ambiente
Marinho Dulcicola
Substrato R. canadum* C. ocellats** O. niloticus***
Km (MM) 0,43+0,14 0,77%0,27 0,39+0,20
Vimax (MU/mg) 243+20 189+0,04 21847

*Assis et al. (2012); ** Silva et al. (2013); ***Assis et al. (2014)

A AChE das trés espécies apresentou uma temperatura 6tima estimada em 35 °C
e ainibicdo total da atividade dessa enzima ocorreu aos 60 °C. Essa informacéo corrobora
com o resultado obtido por Assis et al (2012), onde os autores observaram uma
temperatura 6tima de 35°C para o Rachycentron canadum, espécie marinha que, de
acordo com Reide (2004), frequenta ambientes recifais e utilizam regides estuarinas
tropicais para se alimentar. Os resultados obtidos no presente estudo estdo dentro da faixa
de temperatura 6tima observada no estudo de Assis et al. (2011), no qual foi descrita uma
variacdo de 20 a 45 °C, dependendo da espécie em estudo.

O C. undecimalis apresentou pH 6timo 8,0, sendo que as atividades da AChE nédo
foram inferiores a 85 % em pH variando de 7 a 8,5. Essa significativa amplitude pode
estar associada aos habitos migratdrios, onde de acordo com Reide (2004), peixes
pertencentes a essa espécie sdo considerados anfidromos, podendo suportar amplas
variacOes de salinidade e, consequentemente, de pH. As espécies D. rhombeus e D.
auratus, apresentaram pH 6timo mais restrito a 7,2 e 7,0, respectivamente. Bocquené et
al. (1990) e Assis et al. (2011), afirmam que a faixa de pH étimo para AChE oscila entre
6,5 e 8,5, podendo variar de espécie para espécie.

Vérios estudos relataram inibicdo da atividade da AChE por ions metélicos
(VIEIRA et al., 2009; SILVA et al., 2013; ASSIS et al., 2015; ARAUJO et al., 2016b;
OLIVEIRA et al., 2017). No presente estudo, 0 Hg?*, em concentracdo de 1 mM, inibiu
100% da AChE do C. undecimalis e, em menor concentra¢do (0,0007 mM), inibiu 50 %
da atividade do D. rhombeus. Fortes inibicdes (100 %) em baixas concentragdes (até 1
mM) ocasionadas pelo mercurio foram reportadas por outros pesquisadores, tanto para
espécies de agua doce quanto marinha, a saber: e Cichla ocellaris (SILVA et al., 2013),
Colossoma macropomum, Rachycentron canadum, Oreochromis niloticus, Arapaima

gigas e Electrophorus electricus (6rgéo elétrico) (ASSIS et al., 2015) e o Parachromis
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managuensis (ARAUJO et al., 2016b). Esses resultados confirmam a teoria proposta por
Tomlinson et al. (1981), que observaram que, apoés testes de inibicdo da AChE presente
no 6rgéo elétrico do E. electricus, relataram que o Hg?* faz parte do grupo de fons que
possuem alto poder de inibi¢do dessa enzima. A AChE do D. auratus também foi inibida,
entretanto se mostrou mais resistente ao mercurio. Olson e Christensen (1980) também
observaram que a AChE cerebral apresentou certa resisténcia ao mercario na espécie
Pimephales promelas (50% de inibi¢do a 1,6 mM).

No Brasil, a Resolucdo n° 454/2012 do Conselho Nacional de Meio Ambiente
(CONAMA) afirma que a concentracdo de 1 mgkg (= 0,004 mM/kg) de Hg em
sedimentos estuarinos/marinhos a serem dragados que podem ocasionar danos a saude da
biota (Nivel 2). Adicionalmente, o limite maximo imposto pelo Conselho Canadense de
Ministros do Meio Ambiente (CCME - Canadian Council of Ministers of the
Environment, em inglés), para a concentracdo de Hg passivel de ocasionar provaveis
efeitos a biota (PEL - Probable Effect Level) é de 0,7 mg/kg para sedimento marinho (=
0,003 mM/kg). Sendo assim, apenas a AChE presente na espécie D. rhombeus apresentou
potencial (IC50: 0,0007 mM) para se tornar biomarcador desse poluente em ambientes
estuarinos contaminados por esse metal.

As inibicdes na atividade da AChE das trés espécies ocasionadas pelo As®* na
concentracdo de 1 mM foram superiores a 65% para as espécies C. undecimalis e D.
rhombeus e préximas a 30% na espécie D. auratus. Assis et al. (2015) observaram que o
As®" apresentou inibicGes superiores a 50 % em concentragdes inferiores a 1 mM nas
espécies O. niloticus, C. macropomum, E. electricus e R. canadum, porém, esse ion ndo
surtiu efeito inibitorio na espécie A. gigas.

Olson e Christensen (1980) relataram uma inibicdo de 50% (concentracdo de 0,03
mM) utilizando a espécie P. promelas. Bocquené et al. (1990) observaram que o arsénio
As®*" (em concentracdo de 1 mM) inibiu 33 e 31 % da atividade da AChE nas espécies
Scomber scomber e Pleuronectes platessa, respectivamente. Para esse ion, apenas a
AChE presente nos tecidos cerebrais das espécies C. undecimalis e D. rhombeus podem
ser sugeridos como biomarcadores de As** por apresentarem valores de ICso inferiores
aos limites propostos para concentracdo desse ion em sedimentos (estuarino/marinho)
segundo Resolucdo n® 454/2012 do CONAMA que limita em 70 mg/kg (= 0,934 mM/kg)
a concentracao desse metal.

Os fons Pb?*, Cd?*, Cu** Zn?* apresentaram inibicdes da AChE inferiores a 50 %

para as trés espécies avaliadas no presente estudo (com excecdo do Pb?* que n&o foi
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testado na espécie D. rhombeus). Entretanto, a ICso do Cu?* para a espécie D. auratus foi
inferior ao limite maximo proposto pelo CONAMA (Nivel 2 — 270 mg/kg; = 4,25 mM),
porém, superior ao limite proposto pelo CCME (PEL - 108.000 pg/kg = 0,001 mM).
Araujo et al. (2016b), observaram inibicbes similares (< 50%) para Cd** e Zn?"
entretanto, encontraram valores superiores a 50% de inibi¢do ao expor a enzima ao ion
Cu?* para a espécie P. managuensis.

Assis et al. (2015) ndo constataram inibicdo ocasionadas pelo Zn?* na espécie A.
gigas, entretanto, encontraram valores de inibicdo inferiores a 40 % para as espécies O.
niloticus, C. macropomum e R. canadum, bem como uma reducéo de 78% da atividade
na espécie E. electricus. Esses mesmos autores afirmam que o Cu?* ndo apresentou
alteracdes nas atividades da AChE nas espécies O. niloticus e C. macropomum, além de
apresentar inibicdo inferior a 50 % na espécie A. gigas.

Entretanto, esse ion apresentou inibi¢cBes superiores a 50 % nas especies E.
electricus e R. canadum. Assis et al. (op. cit.) observaram que a AChE presente no
cérebro das espécies O. niloticus, C. macropomum e R. canadum sdo muito resistentes ao
Pb?*, pois pouca (15% R. canadum) ou até mesmo nenhuma alteragio (0% de inibigdo
nas outras duas espécies), foi observada na atividade da enzima quando exposta a uma
concentracdo de 1mM. Entretanto, esses mesmos autores observaram uma inibicdo de
71% da AChE para a espécie E. electricus, indicando que a enzima contida no érgao
elétrico dessa espécie apresenta uma consideravel sensibilidade a esse metal. A AChE
das trés espécies avaliadas ndo apresentaram valores de IC2o0u ICso para os ions de Cd?*,
Zn?*, bem como o C. undecimalis e o D. auratus foram resistentes ao Pb?*.

A FAO (2007) indica que inibicdes da atividade da AChE a partir de 20% denotam
a presenca de agente anticolinesterasicos, sendo os primeiros sinais e sintomas percebidos
a partir de inibigbes > 50%, chegando ao Obito apds inibigdes superiores a 90%.
Diferentes  espécies apresentam  sensibilidades especificas aos compostos
anticolinesterasicos, inclusive aos metais pesados (ASSIS et al., 2011). Essas variacfes
de inibices da AChE ocasionadas pela exposicao aos metais observadas nas trés espécies
avaliadas no presente estudo podem estar associadas aos nives de concentracdo de
metalotioneina presentes no organismo de cada uma dessas espécies.

As metalotioneinas sao proteinas de baixo peso molecular (6-7 kDA) encontradas
no citoplasma e no nucleo celular e sdo ligantes de metais devido a abundancia de residuos
do aminoécido cisteina em sua estrutura, aproximadamente 30% (KAGI, 1993). Essas

proteinas tem a funcdo de armazernar os metais pesados sobre forma ndo toxica, regular
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0 metabolismo celular (principalmente do Cu e do Zn), assim como adsorver 0s metais
no intestino (OGA et al., 2008). A afinidade das metalotioneinas em geral, segue essa
sequéncia: Hg?* > Cu?" > Cd?* > Zn?" e os metais com maior afinidade sdo capazes de
deslocar os de menor afinidade dos sitios de ligacdo da proteina (DAY et al., 1984; FUNK
et al., 1987). As metalotioneinas das espécies em estudo serdo objeto de investigacdo
posterior com a finalidade de analisar sua influéncia na resisténcia aos metais por parte
dessas espécies.

Além dos metais, a AChE apresenta alta sensibilidade ao inseticidas carbamatos
(Carbofuran e Carbaril) e ao composto organofosforado (Diclorvés) (ALBENDIN et al.,
2016; GHISI et al., 2016; VIEIRA et al., 2017) o que a torna uma excelente enzima
biomarcadora de contaminacdo em areas que recebem aportes dessas substancias (ASSIS
et al., 2010; 2012). Essa sensibilidade foi constatada no presente estudo principalmente
para o Carbofuran, quando 50% da atividade da AChE das trés espécies foi inibida em
baixissimas concentra¢fes dessa substancia (ICso: 0,1817, 0,1745 e 0,2035 pM - C.
undecimalis, D. auratus e D. rhombeus, respectivamente), valores praticamente 10 vezes
menores que o estipulado nos Estados Unidos pela Agéncia Nacional de Protecdo
Ambiental dos Estados Unidos - que estabelece, a partir do Padrdo Nacional de Agua
Potavel, o limite maximo de 40 pg/L (aproximadamente 1,8 uM) dessa substancia
(USEPA, 2018).

Esses resultados corroboram com os estudos realizados por Araujo et al. (2016b)
e Silva et al. (2013) que fizeram testes de inibicdo da AChE presente no cérebro das
espécie P. managuensis e C. ocellaris, respectivamente, utilizando esse mesmo pesticida.
Esse alto poder inibitorio pode estar associado a maior reatividade do anel
dimetilbenzofuranil do carbofuran em relagdo ao radical naftil do Carbaril ao interagir
com residuos no centro ativo de AChE (METCALF, 1971; ARAUJO et al., 2016b). As
inibicBes da AChE ocasionadas pelo Carbaril também foram intensas, porém, as enzimas
das trés espécies apresentaram valores de 1Cso muito superiores aos limites maximos
(contaminagdo a curto prazo: =~ 0,02 UM; e longo prazo: =~ 0,001 uM) estabelecidos pelas
Diretrizes de Qualidade da Agua para a Protecio da Vida Aquatica (marinha), gerenciada
pelo Conselho Canadense de Ministros do Meio Ambiente (CCME, 1997).

O Diclorvos, por ser um organofosforado do grupo organofosfatos, caracterizado
pela dupla ligacdo do oxigénio a um atomo de fésforo (forma oxon) ao contrario dos
organotiofosfatos, cujo atomo de fosforo liga-se a um atomo de enxofre (forma tion),

apresenta significativo porder inibitorio devido a maior eletronegatividade do oxigénio
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em relacdo a reatividade do enxofre com o grupo hidroxila da serina presente na triade
catalitica da AChE. Por isso, esse pesticida nao requer biotransformacao para se tornar
biologicamente ativo (WHO, 1986; VALE, 1998; SILVA et al., 2013).

Entretanto, considerando o nivel méximo de concentracdo de pesticidas
organofosforados estipulado no Brasil pela Resolucdo de n® 357/2005 do CONAMA
(CONAMA, 2005) para agua doce de Classes 1 e 2 (em equivalentes de metil-Paration:
0,04 pg/L = 0,002 uM de Diclorvos) e para aguas doce de Classe 3 (em equivalentes de
metil-Paration: 37 ug/L =~ 1,665 UM Diclorvos), a AChE presente nas espécies D. auratus
e C. undecimalis ndo apresentaram potencial para serem biomarcadores de areas
contaminadas por essa substancia, pois seus respectivos valores de 1C2 e ICso foram
superiores a concentracdo maxima proposta para Classe 3. Porém, a AChE presente na
espécie D. rhombeus se mostrou um pouco mais sensivel a essa substancia, apresentando
IC20 de 1,6077 pM.

A AChE foi identificada como a ChE predominante no cérebro de C. Undecimalis,
D. Rhombeus e D. Auratus e as condicdes de ensaio da AChE cerebral das trés espécies
avaliadas foram caracterizadas. O Carbofuran se mostrou o pesticida de maior poder
inibitério, mesmo em concentra¢cBes muito baixas, seguido do Diclorvés e do Carbaril.
Portanto, as AChEs dessas espécies podem ser utilizadas como biomarcadores da
exposicao aos pesticidas carbofuran (as trés especies) e diclorvos (apenas D. Rhombeus),
bem como aos metais Hg?" (D. rhombeus), As®* (D. auratus e D. rhombeus) e Cu?* (D.

auratus) em amostras ambientais.
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neotropicais
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Utilizacao da acetilcolinesterase cerebral de trés espécies de peixe como
biomarcador de poluicdo em dois estuarios neotropicais

Resumo

A identificacdo dos metais pesados e suas respectivas concentracbes nos sedimentos
estuarinos vem sendo uma preocupacao recorrente entre a comunidade cientifica e
gestores ambientais, principalmente porque sua persisténcia no ambiente altera os
processos bioldgicos, em funcdo de sua acumulacéo e alta toxicidade para determinados
processos metabolicos bem como outros efeitos adversos. A Acetilcolinesterase (AChE)
presente no cérebro de diversas espécies de peixes vem sendo utilizada como um
biomarcador especifico para 0 monitoramento de ambientes aquaticos impactados por
metais pesados. Com isso, 0 objetivo principal desse estudo foi avaliar os niveis de metais
pesados (As®*, Cd?*, Cu?*, Hg?", Pb%" e Zn?") nos sedimentos dos complexos estuarios do
Canal de Santa Cruz e do rio Sirinhaém e verificar se as concentracGes desses elementos
estdo acima dos niveis estipulados pela legislacdo brasileira, além de identificar se os
mesmos estdo influenciando negativamente a atividade da AChE presente no cérebro das
espécies Centropomus undecimalis, Diapterus auratus e Diapterus rhombeus nos
periodos seco e chuvoso. Para cada area e periodo sazonal, foram coletados sedimentos e
adquiridos cinco individuos de cada espécie junto aos pescadores artesanais em cada
complexo estuarino. O As, Cu e o Zn foram determinados através do método de ativagdo
neutrénica, o Hg foi determinado por Espectrometria de Absorcéo atbmica com geracao
de vapor frio, o Cd e o Pb foram determinados por espectrometria de Absor¢do Atémica
com Atomizacdo Eletrotérmica. Foram identificados os niveis de atividade da AChE
presente no tecido cerebral dos individuos pertencentes as suas respectivas espécies. No
periodo seco foram observadas menores atividades da AChE para as trés espécies
(p<0,05) em consonancia com concentragdes de Hg superiores (p<0,05) aos limites
estipulados pela legislacéo brasileira. Os resultados obtidos no presente estudo indicam
que o mercurio detectado nos sedimentos em concentracGes superiores aos limites
estabelecidos pela legislacdo nacional, vem alterando a fisiologia neuroldgica das
espécies em estudo, representando um impacto ambiental, que pode, via cadeia alimentar,
interferir na salde humana, uma vez que tal metal é bioacumulado e os peixes sdo
comumente consumidos pelas pessoas como fonte de proteina, sendo recursos com
elevado valor comercial.

Keywords: Acetilcolinesterase, Biomarcadores, Metais pesados, Impactos ambientais
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5. 1 Introducéo
As regides costeiras sofrem com uma intensa ocupagdo humana, ocasionando

forte pressdo sobre os ecossistemas marinhos (CARMO et al.,, 2011). Dentre os
ecossistemas costeiros, particularmente os estuarios, recebem constantemente diversos
insumos antropogénicos oriundos dos despejos de efluentes das grandes cidades e
industrias (CHAPMAN e WANG, 2001; RIBA et al., 2002; CAEIRO et al., 2005) que
sdo instaladas ao longo das suas margens dada as vantagens relacionadas a posicao
geografica e alta produtividade (COSTANZA et al., 2016; WANG et al., 2017). Essa
carga de poluentes inclui uma grande variedade de agentes xenobioticos representados
por metais pesados, agrotdxicos e compostos organicos (RASHED, 2001; CHANDRAN
et al. 2005; ARIAS et al. 2007; COGO et al., 2009), que ficam distribuidos nos corpos
d’agua e nos sedimentos interferindo diretamente no ciclo bioldgico natural do ambiente
(QUINTANEIRO et al., 2006; PEREIRA et al., 2014).

A identificagdo dos metais pesados e suas respectivas concentra¢des vem sendo
uma preocupacao recorrente entre a comunidade cientifica e gestores ambientais,
principalmente porque sua persisténcia no ambiente altera os processos biologicos, em
funcéo de sua acumulacéo e alta toxicidade para determinados processos metabolicos,
bem como outros efeitos adversos que esses elementos podem causar aos ecossistemas
aquéticos (NIENCHESKI et al., 2014; LIU et al., 2016; BARCENA et al., 2017). O
sedimento desempenha um papel importante no tocante ao destino destes compostos em
ambientes aquaticos, e podem refletir a quantidade corrente do sistema, podendo ser
utilizados para detectar a presenca de contaminantes que ndo permanecem solUveis apds
seu langamento em aguas superficiais (MOZETO, 1996; COTTA et al., 2006).

No Brasil, desde 2004, ha um regulamento (Resolucdo n° 344/04 de 25/03/04,
alterada pela Resolucdo n°454 de 1/11/2012) que estabelece limites de concentracdo de
metais pesados nos sedimentos (material marinho/estuarino a ser dragado), que leva em
consideracdo as altas concentracdes que interferem negativamente na salde da biota e
consequentemente na saude dos seres humanos (MMA, 2012). As interagcOes desses
poluentes com a biota podem gerar graves desequilibrios ecologicos, dependendo do grau
de impacto e do tempo de exposicdo (LIVINGSTONE, 1993; COGO et al., 2009).

Os biomarcadores sdo respostas biologicas a poluentes e vem se tornando uma
ferramenta Gtil e pratica no biomonitoramento de qualidade ambiental (WALKER, 1996;
LINS et al., 2010) pois disponibilizam informagdes ndo apenas sobre intensidade, limites

de tolerancia e efeitos negativos dos poluentes nos organismos, mas também a forma
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como ocorre a transferéncia e acimulo destas substancias ao longo da cadeia alimentar
(OOST et al., 2003; VIANA et al 2013). Os biomarcadores sdo também eficientes no
monitoramento a nivel bioquimico e podem identificar a presenca de contaminantes no
ambiente, inclusive dos metais pesados, antes mesmo desses elementos atingirem niveis
organizacionais mais altos (MONSERRAT et al., 2008).

Os peixes vem sendo fortemente utilizados como bioindicadores e como
organismos biomonitores de qualidade ambiental (DE LA TORRE et al., 2005;
SCHLACHER et al., 2007; DURIEUX et al., 2011; VIEIRA et al., 2017; SINGH et al.,
2018), uma vez que podem ser coletados diretamente nas areas impactadas (in situ)
(RABITTO et al., 2011; VIANA et al., 2013; GHISI et al., 2016; VIEIRA et al. Op. cit.),
ou podem ser expostos a diferentes concentracdes de compostos quimicos em laboratério
(in vitro), como nos estudos realizados por Atli e Canli (2007); Avilez et al. (2008),
Monserrat et al. (2008), Nunes et al. (2014), Assis et al. (2015), Albendin et al. (2016),
Araujo et al. (2016), Oliveira et al. (2017), Singh et al. (2018) e no capitulo 2 desta tese.

A Acetilcolinesterase (AChE) presente no cérebro de diversas espécies de peixes
podem ser utilizadas como um biomarcador especifico para o monitoramento de
ambientes aquaticos impactados por metais pesados (SILVA et al., 2013; NUNES et al.,
2014; ASSIS et al., 2015; ARAUJO et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2017) pois estes
poluentes se conectam aos sitios periféricos e desencadeiam modificacbes
conformacionais ou acabam interferindo na condicdo de hidratacdo do centro ativo,
alterando a taxa de hidrolise do substrato pela AChE, podendo ocasionar graves
problemas neuroldgicos e até a morte do individuo (TOMLINSON et al., 1980; OLSON
e CHRISTENSEN, 1980; HUGHES e BENNETT, 1985; ASSIS et al., 2015).

O estado de Pernambuco, regido Nordeste do Brasil, apresenta 17 areas estuarinas
(PAIVA e ARAUJO, 2010; SILVA-JUNIOR et al., 2016) com elevado grau de
degradacdo, principalmente aqueles que ficam proximos a regido metropolitana de
Recife, que é ocasionada pela poluicdo oriunda dos esgotos domésticos e industrias
(ELFES et al., 2014; MERIGOT et al., 2016). O Complexo estuarino do Canal de Santa
Cruz, historicamente, vem sofrendo diversos impactos antropogénicos. Uma fébrica de
cloro e soda cdaustica (que utilizava eletrodos de mercurio) lancou seus efluentes
industriais por um periodo de 24 anos (1963 a 1987) no rio Botafogo, um dos principais
rios que compde essa importante rede hidrica (MEYER, 1996; LIMA et al., 2009). Além
disso, a auséncia de saneamento basico nas areas urbanas localizadas as margens do Canal

de Santa Cruz, ocasiona o lancamento diario de todo efluente doméstico, em sua maioria
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de forma in natura (LIRA et al., 2010). O Complexo estuarino do rio Sirinhaém é uma
area que sofre com os impactos oriundos da poluicdo agricola, além dos despejos de
residuos das usinas de agUcar e destilarias de &lcool existentes na sua bacia (Braga, 1986).
Adicionalmente, esse complexo recebe grande aporte de efluentes domésticos, industriais
e das grandes fazendas de carcinicultura (LIRA e FONSECA, 1980). A introducéo direta
ou indireta de substancias toxicas, incluindo os metais pesados, pelas a¢Ges antropicas,
podem atingir niveis de concentracdo muito altos nos sistemas estuarinos e os efeitos
ocasionados por esses poluentes podem ser nocivos aos recursos Vivos e aos seres
humanos (GESAMP, 1995; SIQUEIRA et al., 2004). Devido a esses fatores, é importante
identificar e quantificar esses metais nos sedimentos estuarinos antes mesmo que eles
atinjam niveis acima dos estabelecidos pela legislacdo nacional.

Em Pernambuco, as espécies Centropomus undecimalis, Diapterus auratus e
Diapterus rhombeus s&o importantes como fonte de alimento e renda, e sdo amplamente
capturadas pela pesca artesanal (CHEN et al., 2007; SANTOS e ROCHA 2007; IBAMA,
2008). O C. undecimalis é considerado piscivoro, por ter uma dieta composta em sua
grande maioria por pequenos peixes (LIRA et al., 2017), e as espécies D. auratus, e D.
rhombeus, consideradas zoobentivora e zooplanctivora, respectivamente (TEMOTEO et
al., 2015). Por apresentarem nivel trofico distintos, essas espécies podem sofrer diferentes
niveis de contaminacdo devido a gradacdo da bioacumulacéo dos poluentes ao longo da
cadeia alimentar (CHEN e FOLT, 2005; NANINI-COSTA et al., 2016). A AChE contida
no tecido cerebral dessas trés espécies podem ser utilizadas como biomarcadores da
exposicao aos pesticidas carbofuran (as trés espécies),diclorvés (D. Rhombeus) e Carbaril
(D. auratus e D. rhombeus), bem como aos metais Hg?* (D. rhombeus mais sensivel,
porém, concentragdes >ImM desse metal podem inibir significativamente a AChE
cerebral das outras duas espécies), As®* (D. auratus e D. rhombeus) e Cu?* (D. auratus)
em amostras ambientais (ver Capitulo 2 desta tese). Considerando os motivos acima
citados, essas trés espécies foram utilizadas no presente estudo.

O presente estudo teve como objetivo principal avaliar os niveis de metais pesados
(As®*, Cd?*, Cu?*, Hg?*, Pb?" e Zn?*) nos sedimentos desses dois importantes complexos
estuarinos do estado de Pernambuco e verificar se as concentracGes desses elementos
estdo acima dos niveis estipulados pela legislacdo brasileira, além de identificar se os
mesmos estdo influenciando negativamente a atividade da AChE presente no cérebro das

espécies de peixes C. undecimalis, D. auratus e D. rhombeus.
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5.2. Metodologia
5.2.1. Area de estudo

O presente estudo foi realizado em dois periodos sazonais, seco (outubro a marco
- precipitacdo média < 90 mm) (APAC, 2016) e chuvoso (abril a setembro - precipitacdo
média > 160 mm) (APAC, 2016), em duas areas, sendo uma localizada no litoral norte e
outra no litoral sul do estado de Pernambuco, regido Nordeste do Brasil, no ano de 2016.
No litoral norte, a area estudada foi o complexo estuarino do Canal de Santa Cruz
(CECSC), municipio de Itapissuma (CECSC) (Figura 1). Este estuario recebe aguas de
uma representativa rede hidrica composta pelos rios Igarassu, Botafogo, Arataca,
Carrapicho e Catuama (CPRH, 2003).

A comunidade de Barra de Sirinhaém fica inserida no municipio de Sirinhaém e
apresenta alta densidade de mangue. Esta area esta localizada no complexo estuarino do
rio Sirinhaém, litoral sul de Pernambuco, a 70 km da capital Recife. O complexo estuarino
do rio Sirinhaém (CERS) é abastecido por diversos bracos como os rios Arrumador,
Trapiche e Aquird, onde sdo encontradas diversas lagoas, numerosas ilhas e um extenso
manguezal (LIRA et al., 2010). Essa area € de extrema importancia bioldgica e exerce
forte influéncia sobre a Area de Protecio Ambiental de Guadalupe (Figura 1).
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Fig. 1. Localizacdo dos portos de desembarque pesqueiros onde os espécimes foram
adquiridos. A esquerda o Complexo Estuarino do Rio Sirinhaém (CERS) e a direita o
Complexo Estuarino do Canal de Santa Cruz (CECSC).

5.2.2. Coleta dos materiais
5.2.2.1 Obtencao dos espécimes

Os espécimes foram adquiridos, ja resfriados em gelo, junto aos pescadores
artesanais dos municipios de Itapissuma e Sirinhaém (Barra de Sirinhaém) logo apds o
desembarque, realizados nos portos, em suas respectivas areas (Figura 1). Apos a
identificacdo, foram separados, de forma aleatéria, cinco individuos de cada espécie (C.
undecimalis, D. auratus e D. rhombeus) e, ainda em campo, foram extraidos os tecidos
cerebrais com o auxilio de tesouras e pincas cirargicas. Os tecidos foram armazenados
em potes plasticos, etiquetados e armazenados em caixas isotérmicas contendo gelo seco
e conduzidos ao Laboratério de Enzimologia do Departamento de Bioquimica da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), onde foram mantidas no freezer (- 20 °C)

para posterior analise.
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5.2.2.2 Coleta de sedimentos

Os sedimentos superficiais foram coletados em ambos os estuarios, para os dois
periodos sazonais. As amostras foram coletadas em triplicata em pontos préximos ao
local onde os pescadores realizaram a captura das espécies selecionadas. As amostras
foram identificadas e mantidas em recipientes plasticos, armazenados em caixas
isotérmicas contendo gelo, até a chegada ao Departamento de Pesca e Aquicultura
(DEPAQ) da Universidade Federal de Rural de Pernambuco (UFRPE), onde foram

mantidas em freezers (-20 °C), para posterior analise.

5.2.3 Materiais utilizados (Acetilcolinesterase)

Foram adquiridos iodeto de acetiltiocolina, albumina de soro bovino, acido 5, 5-
ditiobis (2-nitrobenzdico) (DTNB), Tris (hidroximetil) aminometano e dimetilsulfoxido
da Sigma. O hidrogenofosfato dissédico e o HCI foram obtidos da Merck. O citrato
trissodico foi adquirido a partir de Vetec. A glicina foi adquirida da Amersham

Biosciences. O espectrofotdmetro utilizado foi o Bio-Rad Smartspec TM 3000.

5.2.4 Extracéo da Acetilcolinesterase
Os tecidos cerebrais dos individuos de cada espécie foram homogeneizados em
tampédo Tris-HCI 0,5 mol/L, pH 8,0, mantendo-se uma razdo de 20 mg de tecido por ml
de tampéo, utilizando um disruptor de tecidos Potter-Elvehjem (IKA RW-20 digital). Os
homogenatos foram centrifugados durante 10 min a 10.000 x g (4° C) e os sobrenadantes
(extratos brutos) foram congelados a -20° C (ASSIS et al., 2014).

5.2.4.1 Atividade enzimatica e determinacao proteica

Ao extrato bruto (20 pL) foi adicionado 200 pL de DTNB (0,25 mmol/L)
dissolvido em tampéo Tris-HCI 0,5 mol/L, pH 7,4 e a reacdo deu inicio a partir da adi¢éo
de 62 mM de iodeto de acetiltiocolina (ASSIS et al., 2010; SILVA et al., 2013). A
atividade foi determinada em quadruplicata por espectrofotometria (Bio-Rad xMark™)
seguindo a absorbancia a 405 nm nos tempos 0 e 180 s, onde a reacdo exibiu um padréo
de cinética de primeira ordem (linear). Uma unidade de atividade (U) foi definida como
a quantidade de enzima capaz de converter 1 pmol de substrato por minuto, por mL de
solucdo. Preparou-se, de modo semelhante, um ensaio para o branco. Neste ensaio, a
amostra do extrato bruto foi substituida pelo tampéo Tris-HCI a 0,5 mol/L, pH 8,0. O teor
de proteina foi estimado de acordo com Sedmak and Grossberg (1977), utilizando
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albumina de soro bovino como padréo.

5.2.4 Andlise de metais pesados em sedimentos

Os sedimentos foram descongelados, secos a 60 °C em estufa, macerados e
peneirados (60 mesh). O Arsénio (As), Cobre (Cu) e Zinco (Zn) foram determinados
através do método de ativagdo neutrbnica, o mercario (Hg) foi determinado por
Espectrometria de Absorcdo atbmica com geracdo de vapor frio, o cadmio (Cd) e o
chumbo (Pb) foram determinados por espectrometria de Absor¢do Atdmica com
Atomizacao Eletrotérmica.

A anélise por ativacdo com néutrons € um método analitico que tem como base a
medida da radiacdo gama induzida em uma amostra pela irradiagdo com néutrons (BODE,
1996). A analise por ativacao neutronica foi realizada em parceria com o Centro Regional
de Energia Nuclear (CRCN-PE) e com o Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares
IPEN/CNEN-SP).

As amostras de sedimento (cerca de 200 mg) foram envasadas em capsulas
cilindricas de aluminio (vulgarmente conhecida por coelho), especificas para irradiacéo.
O controle de qualidade analitica foi efetivado com materiais de referéncia certificados
pela Agéncia Internacional de Energia Atémica (IAEA), a saber: Soil7, SL1(sedimento
de lago) e SDN1/2 (sedimento).

As amostras foram enviadas para a ativagdo, onde foram irradiadas sob um fluxo
de néutrons térmicos da ordem de 5x10*? cm.s™ no reator nuclear de pesquisa IEA-RI.
Apos o resfriamento de 72 horas, as amostras foram transportadas para deteccdo da
radiacdo induzida por espectrometria gama de alta resolucao, utilizando-se detectores de
germanio hiperpuro, modelos GEM-10195 e GEM-45190P (ORTEC® - Oak Ridge,
Tennessee, EUA). A eletronica associada aos detectores, compreendeu o Bias Supply,
modelo 659, amplificador 672 e acumulador de dados MCB-919, com conversor
analogico-digital, ligados a um microcomputador.

A monitoramento de aquisicdo espectral foi realizada pelo programa MAESTRO
I, EG&G ORTEC®. Os espectros foram analisados pelo programa Quantu MCA,
desenvolvido por Bacchi (2001) (BACCHI et al., 2001), sendo os dados obtidos
transportados eletronicamente para o programa Quantu INAA, também desenvolvido por
Bacchi (2001) (BACCHI et al.,, 2001). O programa permitiu a determinacdo das
concentracdes elementares empregando o método Ko.

O mercario nas amostras foi determinado por Espectrometria de Absor¢do
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atdbmica com geracdo de vapor frio CV AAS, no Perkin Elmer CV AAS FIMS
Equipamentos e utilizando cloreto estanhoso como agente redutor. Cerca de 350 mg de
amostras e SRMs foram dissolvidas por adi¢do de acido nitrico concentrado Merck,
durante um periodo de 8 horas, sendo entdo adicionado peroxido de hidrogénio 30%. Os
frascos foram agitados e mantidos em repouso por 15 horas. Para finalizar a digestao, o0s
frascos fechados, foram colocados num bloco de aluminio a 90 °C, durante 3 horas. O
cadmio e o chumbo foram determinados por espectrometria de Absor¢do Atdmica com
Atomizacao Eletrotérmica (ET AAS), usando um Perkin Elmer Analyst 800, a digestéo
acida das amostras foi realizada conforme o procedimento descrito para a analise do
mercurio.

Apos a quantificacdo, as concentracbes dos metais foram comparadas com a
Resolucdo n°454 de 1° de novembro de 2012 do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA). Essa resolugéo se baseia em dados internacionais (Long et al., 1995;
Environmental Canada and Ministére du Développement durable, de I’Environnement et
des Parcs du Queébec. Criteria for the Assessment of Sediment Quality in Quebec and
Application Frameworks: Prevention, Dredging and Remediation, atualizado em 2008;
Hamburg Port Authority - HPA, 2011) e estabelece as diretrizes gerais e 0s procedimentos
referenciais para o gerenciamento do material a ser dragado (sedimento) em &guas (doce
e salgadas/salobras) sob jurisdicdo nacional (MMA, 2012). Nessa resolucdo, constam
dois niveis de classificacdo do material a ser dragado, especificamente em aguas
salobra/salinas (ambientes estuarinos e/ou marinhos), a saber: Nivel 1, que apresenta o
limiar abaixo do qual ha menor probabilidade de um determinado metal ocasionar efeitos
adversos a biota e o Nivel 2, que se refere ao limiar acima do qual hd maior probabilidade

de efeitos adversos a biota.

5.2.5 Andlise de dados
A atividade da AChE, separadamente para cada espécie, e as concentracdes de
metais, foram testados através da Analise de variancia (ANOVA two-way) entre areas
(CECSC x CERS) e periodos sazonais (Seco e Chuvoso), seguindo as premissas

necessarias para a utilizagdo desse teste estatistico.
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5.3 Resultados
5.3.1 Atividade da Acetilcolinesterase (AChE)

A atividade da AChE presente no cérebro dos individuos pertencentes a espécie
C. unidecimalis apresentaram diferenca significativa (p<0,05) entre os periodos (Seco e
Chuvoso). Entretanto, ndo foi constatada diferenca significativa (p>0,05) entre as areas
(CERS e CECSC), bem como ndo houve interacao significativa (p>0,05) entre os fatores
(&rea x periodos) (Tabela 1). Em ambas as areas, as menores atividades foram observadas
no periodo seco (CECSC: 18,3+1,9 mU/mg; CERS: 17,4+2,6 mU/mg) (Figura 2). Tanto
as atividades da AChE mais baixas e quanto as mais altas foram observadas no CERS, no
periodo seco e chuvoso, respectivamente (Figura 2).

Diferencas significativas (p<0,05; ANOVA two-way) entre os valores medios da
atividade da AChE nos individuos da espécie D. auratus foram observadas tanto entre
periodos sazonais como entre as areas (Tabela 2), observando-se uma interacéo
significativa (p<0,05; ANOVA two-way) entre os fatores (Tabela 3). Em ambos os
periodos, os individuos capturados no CERS apresentaram atividades da AChE
superiores aos individuos capturados no CECSC. Entretanto, as duas areas apresentaram
baixos valores médios de atividades no periodo seco (CECSC: 8,3+0,3 mU/mg; CERS:
19,1+2,4 mU/mg) quando comparadas ao periodo chuvoso (CECSC: 124+5,6 mU/mg;
CERS: 183,719 mU/mg) (Figura 3).

As atividades da AChE para a espécie D. rhombeus apresentaram diferenca
significativa (p<0,05) entre os periodos (Seco e Chuvoso) (Tabela 4). Porém, ndo foi
constatada diferenca significativa (p>0,05) entre as areas (CERS e CECSC), além de néo
haver interacdo significativa (p>0,05) entre os fatores (Tabela 4). As duas areas
apresentaram  baixos valores médios de atividade no periodo seco
(CECSC:13,8+1,8 mU/mg; CERS: 25,5+7,2 mU/mg) quando comparadas ao periodo
chuvoso (CECSC: 120,2+16,9 mU/mg; CERS: 161,5+0,9 mU/mg) (Figura 3).
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Figura 2. Atividade da Acetilcolinesterase presente no cérebro da espécie Centropomus
undecimalis capturadas em dois periodos sazonais (seco e chuvoso), nos Complexo
estuarino do rio Sirinhaém (CERS) e no Complexo estuarino do Canal de Santa Cruz

(CECSC), regido costeira do estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil.

Tabela 1. Analise de variancia (ANOVA two-way) da atividade da Acetilcolinesterase
presente no cérebro da espécie Centropomus undecimalis em rela¢do ao periodo sazonal
(seco x chuvoso), area de coleta (Complexo estuarino do Canal de Santa Cruz - CECSC
x Complexo estuarino do rio Sirinhaém - CERS) e interacdo entre estes fatores. GL -
graus de liberdade; F - valor de tabela; P - probabilidade; * - diferenca significativa

(p<0,05); ns - ndo significativo (p>0,05).

G.L. Somade Quadrados Quadrado Médio Estat. F P-valor
Area 1 510,83 510,83 0,49 p>0,05ns
Periodo 1 130222,52 130222,52 126,53 p < 0,05 *
Area : Periodo 1 402,99 402,99 0,39 p>0,05ns

Residuos 16 16466,58 1029,16
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Figura 3. Atividade da Acetilcolinesterase presente no cérebro da espécie Diapterus
auratus capturadas em dois periodos sazonais (seco e chuvoso), nos Complexo estuarino
do rio Sirinhaém (CERS) e no Complexo estuarino do Canal de Santa Cruz (CECSC),

regido costeira do estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil.

Tabela 2. Andlise de variancia (ANOVA two-way) da atividade da Acetilcolinesterase
presente no cérebro da espécie Diapterus auratus em relagcdo ao periodo sazonal (seco x
chuvoso), area de coleta (Complexo estuarino do Canal de Santa Cruz - CECSC x
Complexo estuarino do rio Sirinhaém - CERS) e interacdo entre estes fatores. GL - graus
de liberdade; F - valor de tabela; P - probabilidade; * - diferenca significativa (p<0,05).

G.L. Soma de Quadrados Quadrado Médio Estat. F P-valor

Area 1 8238,92 8238,92 175,38 p<0,05 *
Periodo 1 70988,23 70988,23 1511,15 p<0,05 *
Area : Periodo 1 2210,04 2210,04 47,04 p<0,05 *

Residuos 11 516,73 46,976
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Figura 4. Atividade da Acetilcolinesterase presente no cérebro da espécie Diapterus
rhombeus capturadas em dois periodos sazonais (seco e chuvoso), nos Complexo
estuarino do rio Sirinhaém (CERS) e no Complexo estuarino do Canal de Santa Cruz

(CECSC), regido costeira do estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil.

Tabela 3. Analise de variancia (ANOVA two-way) da atividade da Acetilcolinesterase
presente no cérebro da espécie Diapterus rhombeus em relacdo ao periodo sazonal
(seco x chuvoso), area de coleta (Complexo estuarino do Canal de Santa Cruz - CECSC
x Complexo estuarino do rio Sirinhaém - CERS) e interacdo entre estes fatores. GL -
graus de liberdade; F - valor de tabela; P - probabilidade; * - diferencga significativa

(p<0,05); ns - ndo significativo (p>0,05).

G.L. Soma de Quadrados Quadrado Médio Estat. F P-valor
Area 1 0,05 0,05 0,85 p>0,05 ns
Periodo 1 14,67 14,67 242,65 p<0,05 *
Avrea : Periodo 1 0,05 0,05 0,84 p>0,05 ns
Residuos 10 0,60 0,06

5.3.2 Quantificacdo dos metais pesados nos sedimentos
As concentra¢Ges médias de mercdrio presente nos sedimentos ndo apresentaram
diferencgas significativas (p>0,05; ANOVA two-way) entre as areas, bem como, os fatores

considerados no modelo ndo apresentaram interacdo significativa (p>0,05; ANOVA two-
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way). Entretanto, houve diferenca significativa (p<0,05; ANOVA two-way) entre 0s
periodos seco e chuvoso. Utilizando os Niveis de referéncias propostos pela Resolucéo
n°454/2012 — CONAMA, as concentracOes de Hg reportadas para o periodo seco (CERS:
1,620+0,257 mg Kg*; CECSC: 1,556+0,068 mg Kg?), foram superiores ao Nivel 2 em
ambas as areas e, para o periodo chuvoso, as concentracdes foram similares ao Nivel 1
(CERS: 0,301+0,034 mg Kg*; CECSC: 0,307+0,060 mg Kg™).

As concentragdes de Arsénio apresentaram diferencas significativas (p<0,05;
ANOVA two-way) entre os periodos e os dois fatores (area e periodo) apresentaram
interacdo significativa (p<0,05; ANOVA two-way). Entretanto, ndo foi observada
diferenca significativa (p<0,05; ANOVA two-way) entre as areas (Tabela 4). Similar ao
Hg, as maiores concentracdes de Arsénio foram constatadas no periodo seco em ambas
as areas, entretanto, foram inferiores ao Nivel 1 (Resolugdo n°454/2012 — CONAMA)
(Tabela 4). O Zinco ndo apresentou concentracdes significativamente diferentes (p>0,05;
ANOVA two-way) entre as areas e o0s periodos. Entretanto, os fatores apresentaram
interacdo significativa (p<0,05; ANOVA two-way) (Tabela 4). As concentracbes de
Cadmio, Cobre e Chumbo, também ndo apresentaram diferencas significativas entre areas
e periodos, bem como ndo apresentaram intera¢des significativas (p>0,05; ANOVA two-
way) entre os fatores (Tabela 4). As concentracdes desses quatro metais foram inferiores
ao Nivel 1 (Tabela 4).
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Tabela 4. Niveis médios de metais em amostras de sedimentos em dois periodos sazonais (seco e chuvoso), nos Complexo estuarino
do rio Sirinhaém (CERS) e no Complexo estuarino do Canal de Santa Cruz (CECSC), regido costeira do estado de Pernambuco, Nordeste do

Brasil. Méd: Média; DP: Desvio Padrao.

CERS CSCSC Res. 454/2012 - CONAMA
Metal Seco (Méd + DP) Chuva (Méd £ DP) Seco (Méd £ DP) Chuva (Méd + DP)  Nivel 1**  Nivel 2***

Arsénio (I : 1) 10,353%0,35 9,601+0,930 17,850%2,75 6,731+1,37 194 702
Céadmio (ns) 0,108+0,033 0,044+0,012 0,014+0,008 0,046+0,014 1,22 7,24
Cobre (ns) 2,262+0,665 2,017+0,335 2,372+0,101 2,619+1,241 342 2702
Mercurio (Il) 1,620+0,257 0,301+0,034 1,556+0.068 0,307+0,060 0,34 1,0°
Chumbo (ns) 5,620+0,292 3,831+0,731 4,227+0,354 4,502+0,8955 46,72 2182
Zinco (¥) 86,266+8,960 74,233+1,355 65,100+3,333 69,200+11,800 150 2 41072

(I): Diferenca significativa (p<0,05) entre os periodos; (¥): Diferenca significativa (p<0,05) entre areas; (1): Interacdo significativa (p<0,05) entre os fatores (area
e periodo); (ns): diferenca ndo significante (p>0,05); Todas as concentragdes estdo expressas em mg Kg™. **Nivel 1: limiar abaixo do qual ha menor probabilidade
de efeitos adversos a biota; ***Nivel 2: limiar acima do qual ha maior probabilidade de efeitos adversos a biota; 2 Long et al. (1995); * Environmental Canada and
Ministere du Développement durable, de I’Environnement et des Parcs du Québec. Criteria for the Assessment of Sediment Quality in Quebec and Application

Frameworks: Prevention, Dredging and Remediation, atualizado em 2008; ° HPA (2011).
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5.4 Discussao
Nos complexos estuarios do Canal de Santa Cruz (CECSC) e do rio Sirinhaém

(CERS), as amostras de sedimentos, para ambos os periodos (seco e chuvoso), apresentaram
concentracdes de As, Cd, Cu, Pb e Zn abaixo do Nivel 1, o que de acordo com 0 CONAMA
(2012), significa probabilidade reduzida dos respectivos metais afetarem a salde da biota. O
Hg apresentou concentracdes similares ao Nivel 1 no periodo chuvoso, em ambos os
complexos estuarinos. Entretanto, no periodo seco, as concentragdes foram superiores ao
Nivel 2, indicando que nos dois complexos estuarinos existe alta probabilidade do Hg
interferir negativamente na satde dos organismos que habitam esses estuarios (CONAMA,
2012).

As variacOes de concentracdes dos metais entre 0s periodos sazonais podem estar
provavelmente associadas a intensidade da carga poluente lancada pelas fabricas e residéncias
que estdo inseridas ao longo dos estuarios pernambucanos, incluindo o Canal de Santa Cruz
(Cavalcanti, 2003), ou tambem pela variabilidade de carreadores geoquimicos (ex.: solidos
em suspencéo) e a diluicdo de sedimentos fluviais por sedimentos marinhos que ocorrem no
periodo chuvoso (LACERDA et al., 1993; BARROCAS e WASSERMAN, 1998; MARINS
et al., 2004). Para Wang et al. (2017), que avaliaram os riscos do mercurio e sua distribui¢do
espaco-temporal em diferentes fracdes de sedimentos superficiais do estuario do rio Yangtze
(China), os periodos sazonais podem ter, de forma direta ou indireta, influencia sobre as
fragcOes desse elemento (e de outros metais) no sedimento devido as alteracGes das condigdes
naturais, principalmente a precipitacdo, que pode elevar a velocidade do fluxo do rio e
ocasionar a ressuspensao dos sedimentos.

Olga et al. (2008) afirmam que as altas concentracdes de Hg estdo associadas a menor
hidrossolubilidade do metal nos periodos de estiagem, corroborando com a teoria proposta
por Lacerda et al. (2013), que ao avaliarem a dinamica do Hg em termos de concentracdo e
fluxo, nos periodos seco e chuvoso, durante um periodo de cinco anos (2005 a 2009) no
complexo estuarino do rio Jaguaribe, estado do Cear4, regido nordeste do Brasil, observaram
que h&a um aumento no tempo de residéncia das massas de agua no periodo seco (valor médio
de 3,1 dias) devido a reducdo do aporte fluvial, ocasionando assim, uma maior retencéo de
material suspenso, inclusive do mercurio que adere-se a esse material dentro do estuario. Essa
teoria pode justificar o fato do Hg apresentar maiores concentragfes no periodo seco em
ambos 0s complexos estuarinos avaliados no presente estudo.

Para Marins et al. (2004), as indUstrias de cloro e soda céustica associadas a outras
fontes difusas como os lixdes clandestinos e os efluentes doméstico/urbano, séo as atividades
antropicas que mais contribuem para 0 aumento das concentracdes de Hg nos estuarios

brasileiros. Logo, as altas concentracfes de Hg no CECSC se justificam pelo fato do complexo
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receber forte carga poluente advinda das diversas fontes antropicas que estdo instaladas ao
longo dos seus afluentes (CPRH, 2003). Meyer (1996), afirma que o aumento dos niveis de
Hg no CECSC esté associado aos efluentes advindos da indUstria de cloro e soda caustica que
foi instalada em 1967 e desativada em 1987, a qual langou aproximadamente 35 toneladas de
mercurio no rio Botafogo (um dos principais rios que compde o CECSC) em seu periodo de
operacao.

As altas concentracBes de Hg também podem estar associadas as grandes fazendas de
Aquicultura que estdo instaladas no entorno dos dois complexos estuarinos (CECSC e CERS),
corroborando com a teoria proposta por Chou et al (2002) e Berntssen et al. (2004), que
afirmam que o Hg esta presente em efluentes advindos da aquicultura devido a sua presenca
como elemento natural em racdes (farinha de peixe) e como impurezas contidas em
fertilizantes e demais produtos quimicos utilizados na atividade. Lacerda et al. (2011) afirmam
que, com o crescimento desses empreendimentos, principalmente das fazendas de cultivo
intensivo de camardo marinho que sdo instaladas proximas aos estuarios, o Hg vem
aumentando suas concentra¢des nos sedimentos dos estuarios com o passar dos anos.

As altas concentraces de mercurio aliadas as baixas atividades da AChE nas trés
espécies avaliadas evidenciam que os dois complexos estuarinos estdo sofrendo com intensos
impactos antrépicos ao longo dos anos. Hg é um contaminante que apresenta elevada
toxicidade, e é 0 Unico metal capaz de sofrer biomagnificacdo em praticamente toda a cadeia
alimentar, pois sua concentragdo cresce conforme aumenta o nivel tréfico da espécie (UNEP,
2002; LACERDA E MALM, 2008). A biomagnificacdo desse metal é um fator preocupante
pois os efeitos negativos ocasionados aos ecossistemas podem perdurar durante décadas
(como € o caso no CECSC — empresa de cloro e soda caustica) ou mesmo seculos, como
proposto por Mastrine (1999), que afirma que antigas areas de mineracao localizadas na regido
Oeste dos Estados Unidos, embora desativadas desde o século XIX, ainda afetam
negativamente a salde da biota local nos dias atuais.

Além disso, o Hg pode ser remobilizado de sedimentos mais profundos (MARINS te
al., 1997; MARINS et al., 2000; MARINS et al., 2004) e alcangar a coluna d’agua, associando-
se a matéria organica, tornando-se passivel de ser re-incorporado pela biota (LACERDA et al,
2001a; LACERDA et al, 2001b). De acordo com Nascimento e Chasin (2001) e Sackett et al.
(2013a), a biota possui alta capacidade de absorver compostos de mercurio, sejam de origem
organica ou inorganica, os quais se acumulam em seus tecidos, permanecendo por um longo
periodo de tempo devido ao lento processo de metabolizacdo. A bioacumulacdo do Hg causa
sérios problemas a ictiofauna e aos seres humanos (Rabitto et al., 2011). Testes in vitro
comprovam que, mesmo em baixas concentrac¢6es, o Hg possui potencial inibitério da AChE

presente nos peixes que habitam ambientes dulcicolas e marinhos/estuarinos (Assis et al.,
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2015; Araujo et al., 2016), assim como foi 0 caso das trés espécies avaliadas no capitulo 2
dessa tese.

As altas concentragcOes observadas nos dois complexos estuarinos avaliados levam a
crer que o Hg vem interferindo diretamente na satde dos individuos pertencentes as espécies
avaliadas, pois as trés apresentaram reducdo significativa da atividade da AChE
principalmente no periodo seco onde houve maior concentracdo do mercirio em ambos 0S
complexos estuarinos. A FAO (2007) afirma que o0s primeiros sinais e sintomas sao percebidos
a partir de inibigdes > 50%, e o dbito, em inibi¢des superiores a 90%. Para Assis et al. (2015),
0s metais pesados podem estar presentes em amostras de diferentes fontes (agua, sedimento,
efluentes domésticos/urbanos e industriais, dentre outros) e podem causar falsos positivos ou
negativos em andlises de poluentes como os pesticidas (organofosforados e carbamatos) e
outros agentes anticolinesterasicos. Entretanto, a analise de inibicdo da AChE ocasionada por
metais pesados associadas a outros métodos, como quantificagdo desses elementos no
sedimento e na &gua, torna essa enzima uma importante ferramenta para o monitoramento da
qualidade dos ambientes aquaticos.

Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que o mercdrio detectado nos
sedimentos em concentracdes superiores aos limites estabelecidos pela legislagcdo nacional,
vem alterando a fisiologia neuroldgica das espécies em estudo, representando um impacto
ambiental, que pode, via cadeia alimentar, interferir na sadde humana, uma vez que tal metal
é bioacumulado e os peixes s&o comumente consumidos pelas pessoas por serem fonte de
proteina, sendo recursos com elevado valor comercial. Entretanto, novas pesquisas
relacionadas a identificacdo e distribuicdo espago-temporal de pesticidas (principalmente
organofosforados e carbamatos), (SILVA etal., 2013; WANG et al., 2015; PHAM et al., 2017,
SINGH et al., 2018; Capitulo 2 dessa tese), bem como o desenvolvimento de pesquisas
voltadas ao efeito dos microplasticos associados ao mercurio, ambos com alto poder inibitdrio
sobre a AChE (ja observado no trabalho realizado por Barboza et al. (2018) para a espécie
Dicentrarchus labrax) devem ser efetuadas. Adicionalmente, analises de bioacumulacdo dos
poluentes nos organismos aquaticos ao longo da cadeia alimentar, também devem ser
encorajadas na area para que medidas de biorremediacdo sejam elaboradas. Para estes
ambientes estuarinos, objeto de estudo deste trabalho, é necessario que os 6rgdos ambientais
monitorem os efluentes industriais (incluindo as agroindustrias), domésticos e das fazendas
de cultivo de peixes e camardes, além de identificar e banir os lixdes clandestinos com o
intuito de reduzir o lancamento de Hg e outros poluentes que ocasionam danos a saude da

biota e consequentemente a satde humana.
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6- Consideracoes finais

Os resultados do diagnostico dos dois complexos estuarinos avaliados a partir do uso
da ictiofauna com bioindicadora em conjunto com a Acetilcolinesterase presente no tecido
cerebral das espécies Centropomus undecimalis, Diapterus auratus e Diapterus rhombeus
como biomarcador de qualidade ambiental, indicaram que ambos 0s complexos estuarinos
estdo sendo afetados pelas agdes antrdpica.

O Complexo Estuarino do Canal de Santa Cruz (CECSC) apresentou uma reducdo em
sua biodiversidade ictiofaunistica quando comparado aos resultados descritos na literatura
para mesma area. Essa comparagdo historica ndo foi realizada no Complexo Estuarino do Rio
Sirinhaém (CERS), fator que torna os resultados obtidos na presente tese relevantes para
futuras investigacGes que serdo realizadas nesse complexo, considerando que 0s impactos
antropicos sdo continuos e relevantes na area. Os impactos podem estar relacionados com a
pesca e com o despejo de efluentes na d&rea. No CECSC observa-se um alto poder de captura
e baixa seletividade da camboa e do mangote, principais aparelhos de pesca utilizados pelos
pescadores artesanais nessa area, que capturaram juntos, durante o periodo amostrado, 25,4%
dos individuos com comprimento total (CT) médio inferior ao comprimento de primeira
maturidade (Lso). Valores proximos foram observados no CERS (18,3%). Apesar de baixo,
esse percentual é extremamente preocupante pelo fato de espécies pertencentes as familias
Lutjanidae, Carangidae, Gerreidae, Mugilidae e Scianidae (de relevante importancia
comercial) estarem sendo capturadas em proporcdes variando de 40 a 100%. A captura desses
individuos com CT médio abaixo do Lsp associados a captura de espécies categorizadas como
Dados Deficientes (DD), a auséncia de informacdes a respeito da histéria de vida de varias
espécies e de monitoramento da qualidade desses ambientes, podem levar a um colapso dos
recursos pesqueiros, que consequentemente irdo gerar um forte impacto para os pescadores
que utilizam estes recursos como fonte de proteina e renda.

O uso da Acetilcolinesterase se mostrou bastante eficiente confirmando a possibilidade
do uso dessa enzima, para as trés espécies avaliadas, como biomarcadores de pesticidas
(carbofuran- C. undecimalis, D. auratus e D. rhombeus; e diclorvés - D. Rhombeus) e metais
pesados (Hg?* - D. rhombeus; As®*" - D. auratus e D. rhombeus e Cu?* - D. auratus) nos
programas de biomonitoramento. Este € o primeiro trabalho na literatura que reporta as
propriedades bioquimicas dessas trés espécies sendo, portanto, todos os resultados desse
estudo inéditos. Entretanto, se faz necessario ampliar as pesquisas voltadas a exposicdo in
vitro dessa enzima a mais pesticidas, e aos metais que conseguem perdurar por mais tempo
nos sedimentos.

O Hg foi o Unico, entre os seis metais avaliados nos sedimentos coletados em ambos

0s complexos estuarinos, que apresentou niveis de concentracao superiores (periodo seco) aos
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estimados pela legislacdo nacional. Essa situacdo era esperada para 0 CECSC, tende em vista
que o historico de contaminacdo desse complexo ocasionada pelos efluentes da industria de
cloro e soda caustica sdo bem fundamentados na literatura. Entretanto, para o CERS, surge
um sinal de alerta e abre caminho para ampliagdo de estudos voltados a avaliacdo da
distribuicdo espacgo-temporal desse elemento nos sedimentos nesse complexo com o intuito
de se identificar as fontes potenciais de lancamento. As baixas atividades de AChE observadas
nas trés espécies podem estar associadas as altas concentracdes desse metal no periodo seco.

Do ponto de vista metodologico, o conjunto de ferramentas (bioindicador e
biomarcador) foi eficiente em detectar as alteragcbes nos ambientes de estudo e podem ser
replicados para outros ambientes tropicais. Esta metodologia integrada indicou que os dois
complexos estdo sendo afetados pelas acdes antropicas, e que medidas emergenciais devem
ser tomadas pelos érgaos publicos (saneamento basico, tratamento dos efluentes dométicos,
fiscalizacdo e monitoramento da qualidade das &guas e sedimentos desses ecossistemas) e
privados (tratamento dos efluentes industriais e utilizacdo de produtos menos ofensivos a biota
aquatica) para que os efeitos da poluicdo possam ser minimizados, reduzindo assim os efeitos
negativos a saude da biota, bem como das comunidades ribeirinas que usufruem dos recursos

oriundos desses complexos estuarinos.



