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APRESENTACAO

Atecnologia esta ganhando cada dia mais espaco na vida das pessoas e em tudo
que as cerca. Compreende-se por tecnologia todo o conhecimento técnico e cientifico
e sua aplicacao utilizando ferramentas, processos e materiais que foram criados e
podem ser utilizados a partir deste conhecimento. Quando, para o desenvolvimento
da tecnologia estédo envolvidos sistemas biol6gicos, seres vivos ou seus metabdlitos,
passa-se a trabalhar em uma area fundamental da ciéncia, a Biotecnologia.

Toda produgéo de conhecimento em Biotecnologia envolve areas como Biologia,
Quimica, Engenharia, Bioquimica, Biologia Molecular, Engenharia Bioquimica,
Quimica Industrial, entre outras, impactando diretamente no desenvolvimento das
Ciéncias Biologicas e da Saude. A aplicagéo dos resultados obtidos nos estudos em
Biotecnologia esta permitindo um aumento gradativo nos avancgos relacionados a
qualidade de vida da populacéo, preservacéo da saude e bem estar.

Neste ebook & possivel identificar varios destes aspectos, onde a produgao
cientifica realizada por pesquisadores das grandes academias possuem a proposta
de aplicagdes que podem contribuir para um melhor aproveitamento dos recursos
que a natureza nos oferece, bem como encontrar novas solugcdées para problemas
relacionados a manutencéo da vida em equilibrio.

No volume 2 sao apresentados artigos relacionados a Bioquimica, Tecnologia em
Saude e as Engenharias. Inicialmente é discutida a producéo e acao de biocompostos
tais como acido hialurénico, enzimas fungicas, asparaginase, lipase, biossurfactantes,
xilanase e eritritol. Em seguida sdo apresentados aspectos relacionados a anélise
do mobiliario hospitalar, uso de oxigenoterpia hospitalar, engenharia clinica, e
novos equipamentos utilizados para diagnéstico. Também sdo apresentados artigos
que trabalham com a tecnologia da informacdo no desenvolvimento de sistemas e
equipamentos para o tratamento dos pacientes.

No volume 3 estao apresentados estudos relacionados a Biologia Molecular
envolvendo a leptospirose e diabetes melitus. Também foram investigados alguns
impactos da tecnologia no estudo da microcefalia, agregacéo plaquetéaria, bem como
melhorias no atendimento nas clinicas e farmacias da atencao basica em saude.

Em seguida discute-se a respeito da utilizagcdo de extratos vegetais e fungicos
na farmacologia e preservagcdo do meio ambiente. Finalmente sdo questionados
conceitos envolvendo Educacdo em Saude, onde sao propostos novos materiais
didaticos para o ensino de Bioquimica, Biologia, polinizagao de plantas, prevencédo em
saude e educacgao continuada.

Christiane Trevisan Slivinski
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CAPITULO 13

ANORMALIDADES ERI,TROCiTICAS EM Sciades
herzbergii E FATORES BIOTICOS E ABIOTICOS NA
AVALIACAO DA CONTAMINACAO DE RIOS DA ILHA

Natalia Jovita Pereira
Universidade Estadual do Maranhao

Sao Luis - Maranhao

Nayara Duarte da Silva
Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto
Sao José do Rio Preto - Sao Paulo
Sildiane Martins Cantanhéde
Universidade Federal do Para
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Janderson Bruzaca Gomes
Universidade Estadual do Maranhao
Sao Luis - Maranhéo

Ligia Tchaicka

Universidade Estadual do Maranhao
Sao Luis - Maranhéo

Débora Martins Silva Santos
Universidade Estadual do Maranhao

Sao Luis - Maranhao

RESUMO: Os ambientes aquaticos vém
sofrendo degradacdo em sua
composicao de fauna e flora, devido a intensa
urbanizacéo desordenada. O presente trabalho
objetivou avaliar a contaminagdo de dois rios
da llha do Maranhao através da frequéncia de
micronucleos e anormalidades nucleares em
eritrécitos de Sciades herzbergii associada a
analises de variaveis bidticas e abibdticas da
agua. As areas de estudo foram os rios Bacanga

intensa
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DO MARANHAO

e Santo Antonio, da macrorregiao de Sao Luis,
onde foram realizadas coletas simultédneas de
peixes e amostras de agua de agosto de 2015
a julho de 2016. Nas amostras de agua foram
aferidos os parametros de temperatura, pH,
oxigénio dissolvido, e determinagcéo do numero
mais provavel de coliformes termotolerantes.
Na analise hematoldgica, o sangue dos peixes
foi coletado e preparado extensdes sanguineas
para analise e contagem de micronucleo e das
anormalidades nucleares. Como resultados,
da 4&gua
apresentaram-se constantes. No entanto, os

0os parametros fisico-quimicos
valores de oxigénio dissolvido de todas as
amostras estavam abaixo do recomendado
pela legislacao.
coliformes termotolerantes foi

Ja a concentracdao de
acima do
permitido, indicando que os rios Bacanga e
Santo Antbénio recebem langcamento de carga
poluidora de dejetos humanos. Na analise
hematoldgica foram encontradas micronucleos
e irregularidades no contorno da carioteca em
todos os espécimes coletados, essas alteragdes
podem estar relacionadas a exposicao de
xenobibticos presentes lo local. Conclui-se que
biomarcadores hematolégicos associados com
variaveis bibticas e abidticas s&o ferramentas
promissoras na avaliagdo da contaminacao de
ambientes aquaticos.

PALAVRAS-CHAVE:

Monitoramento aquatico.

Peixe, Hematologia,

Capitulo 13




ABSTRACT: The aquatic environments have suffered intense degradation in their
composition of fauna and flora, because the intense disordered urbanization. The
present work aimed to evaluate the contamination of two rivers of the Island of Maranh&o
through the frequency of micronuclei and nuclear abnormalities in erythrocytes of
Sciades herzbergii associated with analyzes biotic and abiotic variables of the waters.
The study areas were the Bacanga and Santo Anténio rivers, from the S&o Luis
macroregion, where simultaneous fish and water samples were collected from August
201510 July 2016. In the water samples, were measured the parameters of temperature,
pH ,dissolved oxygen and determination of the most probable number of thermotolerant
coliforms. In the hematological analysis, fish blood was collected and were prepared
blood extensions for analysis and micronucleus and nuclear abnormalities score. As a
result, the physical-chemical parameters of water were constant. However, the dissolved
oxygen values of all samples were below that recommended by the legislation. The
concentration of thermotolerant coliforms was above the permeate, indicating that the
Bacanga and Santo Antbnio rivers receive a pollutant load of human waste. In the
haematological analysis micronuclei and irregularities in the carioteca contour were
found in all specimens collected, these alterations may be related to the exposure
of xenobiotics present in the site. It is concluded that hematological biomarkers
associated with biotic and abiotic variables are promising tools in the evaluation of
aquatic environment contamination.

KEYWORDS: Fish, Hematology, Aquatic Monitoring

11 INTRODUGCAO

Nos ultimos anos, o nivel de compostos xenobidticos nos ecossistemas aquaticos
vem aumentado de forma alarmante como resultado da atividade antropogénica sobre
o meio ambiente (MARTINHO et al., 2016). Onde, a biota aquatica esta constantemente
exposta a um grande numero de substancias toxicas lancadas no ambiente, oriundas
de diversas fontes de emissao (ARIAS et al, 2007). Tal fato tem contribuindo para a
reducéo da qualidade ambiental, bem como para o comprometimento da sanidade
dessa biota que habita esses ecossistemas (VENTURA et al., 2015).

Para Manso et al. (2015) os peixes sé&o excelentes biomonitores para os estudos
avaliativos do potencial mutagénico e/ou carcinogénico, uma vez que, segundo Bueno
et al. (2017), esses organismos apresentam ampla distribuicdo geografica e participam
de diferentes niveis troficos da cadeia alimentar, podendo metabolizar, concentrar e
armazenar substancias contaminantes na agua.

Segundo Lupepsa et al., (2018), os agentes mutagenos, consequentemente
genotdxicos, podem interagir quimicamente com o material genético de peixes,
originando segregacao e quebras em cromossomos e cromatides.

Ensaioscitogenéticos utilizando parametros hematol6gicosvémsendocomumente
utilizados em varios sistemas biolégicos para o monitoramento de genotoxicidade

Impactos das Tecnologias nas Ciéncias Biologicas e da Saude 3 Capitulo 13




ambiental (ARAUJO et al., 2015; VIANA et al., 2017), com o objetivo de avaliar o
potencial que as substancias tém de causar danos cromossémicos estruturais e/ou
numéricos em células em estagio de divisdo (CARVALHO et al., 2017), uma vez que
esses danos podem comprometer a oxigenacgao nos tecidos e causar efeitos deletérios
qguanto a integridade do material genético do animal (RANZINI-PAIVA, SILVA-SOUZA,
2004; FERREIRA, 2004).

Com a utilizacdo de biomonitores da espécie Sciades herzbergii, esse estudo
objetivou avaliar a contaminagao de dois rios da Ilha do Maranh&o através da frequéncia
de micronucleos e anormalidades nucleares em eritrocitos dos peixes, associada a
analises de variaveis abibticas das aguas dos locais.

2| METODOLOGIA

As éareas de estudo selecionadas foram o rio Bacanga e rio Santo Anténio, da
macrorreggido de S&o Luis, Maranhao (Figura 1). O rio Bacanga esta localizado na
porcao noroeste da llha de Sao Luis, com area de aproximadamente de 110 km?
(SANTOS et al., 2017), correspondendo a um sistema biofisico e socioeconémico
onde sao desenvolvidas atividades agricolas e industriais em seu entorno. O rio Santo
Antbnio esta localizado no municipio de Pagco do Lumiar, com curso total de 100,46
km2 (DE ARAUJO et al., 2009), onde as atividades antropicas de influéncia nesse
corpo hidrico se caracterizam por praticas rurais de subsisténcia.

LEZPEW MCTUTW AR IETW STETW A HTW L ITEW B IETW AP W AW AW

Maranhédo

L
af
o

IS NI SNTS TMYS S rNTs LIS

L. -.l:ﬁ(l . : !

ARTITW MCTUTOW A MTW MW AT TW TFOW AT 1ETOW A WTW AT WTW AT 1TW
Legenda
.Pmto de Coleta
= Rio Santo Antonio
=—Rio Bacanga
0 180 350 720 1.080 1.440
-— . Km

Referéncia Espacial
SHRGAS
Angular Unit: Degree (0,0174532925199433)
Prirne Mendian’ Greemwich (0,0)
Datum: O_GRSSA
Spherod: Geodetic_Reference_System_of 1960

Figura 1. Localizacao das areas de estudo do rio Bacanga e rio Santo Antonio, llha do
Maranhao, Brasil.
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A espécie biomonitora para avaliacdo da qualidade das areas de estudo foi
Sciades herzbergii, que pertence a superordem Ostariophysi, ordem dos Siluriformes,
compreendendo 35 familias, 412 géneros e 2405 espécies (CASTRO et al., 2003).
Ocorrem em ambientes marinhos, estuarinos e de agua doce (MARCENIUK, 2005),
sendo recursos pesqueiros abundantes em arrastos de fundo de zonas litoraneas
tropicais, possuindo boa aceitacdo no mercado consumidor, boa produtividade em
acudes e apresentando alto potencial de comercializagao (DE LIMA et al., 2016).

Foram realizadas coletas simultdneas de Sciades herzbergii e amostras de agua
nos dois locais, de agosto de 2015 a julho de 2016, compreendendo os periodos
sazonais caracteristicos do Maranhéo, seco e chuvoso, sendo a primeira realizada na
estiagem e a segunda na estacao de chuvas.

Para as amostras de agua foram aferidos os parametros fisico-quimicos de
temperatura (T°) e pH, utilizando o método Eletrométrico e oxigénio dissolvido (OD)
através do método Tilulométrico; e o parametro microbiolégico de determinacéao
do numero mais provavel (NMP) de Coliformes termotolerantes (Escherichia coli),
utilizando o teste do substrato enzimatico cromogénico (ONPG) e fluorogénico (MUG)
(APHA ,2005).

Com uma média de 15 animais por coleta, totalizando 64 espécimes capturados,
a coleta dos biomonitores deu-se por pesca artesanal, com uso de tarrafa, onde os
procedimentos de manejo e laboratoriais seguiram as normas de conduta do Comité
de Etica e Experimentacdo Animal da Universidade Estadual do Maranh&do (UEMA).

Na preparacdo hematolégica para analises de micronucleos e deformidades
nucleares foi retirado 1mL de sangue de cada peixe através de punc¢éo branquial com
auxiliode seringa (RANZANI- PAIVAetal.,2013) aindaem campo, sendo posteriormente
confeccionadas extensbes sanguineas. No Laboratorio de Morfofisiologia Animal
da Universidade Estadual do Maranhdo (UEMA), as laminas secaram durante 24
horas, sendo coradas em seguida com o corante Rosenfeld modificado. As extensdes
sanguineas foram analisadas em microscépio de luz em objetiva de 1000x, com a
utilizacdo de 6leo de imersdo. Para a contagem das anormalidades nucleares,
contabilizou-se uma média 2.000 células por peixe, e seguiu-se a identificacdo de
anormalidades adaptado de Fenech et al. (2003).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados para os dados abidticos aferidos nos rios em estudo estao indicados
na tabela 1. Atemperatura da superficie da 4gua e o pH dos ambientes apresentaram-
se constantes nos dois pontos de coleta. No entanto, os valores de oxigénio dissolvido
encontrados de todas as amostras estdo abaixo do recomendado pelo Conselho
Nacional do Meio Ambiente - Conama.

Impactos das Tecnologias nas Ciéncias Biologicas e da Saude 3 Capitulo 13




. . Coleta 1 Coleta 2 Valores
Parametros abiéticos

(Periodo seco) (Periodo chuvoso) recomendados
S1 S2 S1 S2
Oxigénio Dissolvido (mg/L) 3,70 2,9 3,5 2,30 = 5"
pH 7,6 8,09 8,0 7,8 6,5a8,5"
Temperatura (°C) 20,2 24 27,5 28,4 < 40"

Tabela 1. Valores dos parametros fisicos e quimicos das amostras de dgua dos rios Bacanga e
Santo Antonio, Maranhao.

S1=rio Bacanga; S2= rio Santo Ant6nio; * Resolugdo Conama n°357/2005 e n°430/2011

Oxigénio dissolvido (OD) é um sensivel indicador de fen6menos biolégicos e
quimicos, sendo o mais importante na caracterizacdo ambiental, podendo ser usado
como indicador de condi¢des de poluicdo por matéria organica (ZENI, OSTRENSKY,
2016).

Os niveis de concentracao de OD podem ser influenciados pela atmosfera, através
de movimentos ondulatérios ocasionados pelos ventos e oscilagdes de temperatura da
agua (PEZZI et al., 2016); pela fotossintese, realizada pelos organismos clorofilados
que desdobram o géas carbdnico sob a acéo da luz solar liberando o oxigénio no meio
(BARBOSA et al., 2014); e pela decomposicéo de matéria orgénica por bactérias, com
0 consumo de oxigénio disponivel no meio pelos micro-organismos decompositores
(ABREU et al., 2017).

Os valores encontrados do NMP de coliformes termotolerantes por 100mL nas
analises microbiolégicas seguem na tabela 2, onde todas as amostras de agua dos
locais demonstraram a presenca de bactérias termorolerantes em valores superiores
ao estabelecido pelo Conama.

Parametro Coleta 1 Coleta 2
microbiolégico (Periodo seco) (Periodo chuvoso) Valor recomendado
S1 S2 S1 S2
NMP/100mL
de coliformes >2.400 >2.400 >2.400 >1.986 <1.000 *

termotolerantes

Tabela 2. Valores das analises microbiolégicas das amostras de agua dos rios Bacanga e Santo
Antdnio, Maranh&o.

S1=rio Bacanga; S2= rio Santo Antbnio; * Resolugdo Conama n°357/2005 e n°430/2011

Os coliformes termotolerantes compreendem as bactérias que sao encontradas
no intestino de homens e animais, tendo como principal representante a Escherichia
coli (SILVA, et al., 2005). Esta vive exclusivamente no intestino humano, onde, sua
presenca em corpos d’agua é um grande indicativo de que o ambiente foi contaminado
por efluentes domésticos sem tratamento (CABRAL, 2010; OLIVEIRA et al., 2016).
Sendo assim, os coliformes termotolerantes sédo usados frequentemente para avaliar
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a qualidade da agua e indicar a contaminacgao por dejetos de excrecao fecal (ARRUDA
et al., 2016).

A alta concentracdo de coliformes termotolerantes é indicativa de que os rios
Bacanga e Santo Antbnio estao recebendo langcamento de carga poluidora de dejetos
humanos in natura, possibilitando a proliferacao de bactérias e provocando problemas
quanto a contaminacdo por esses microorganismos, onde se recomenda a nao
utilizacdo da agua desses locais para qualquer que seja a finalidade.

Os resultados obtidos para o Bacanca estdo em consonancia com os de outros
estudos desenvolvidos no local. Martins (2008) relatou que os parametros abibticos
encontrados estavam fora dos padrdes estabelecidos pela legislagcao vigente, e
Coelho e Damazio (2006) ressaltaram a contaminac¢ao das aguas de superficie e dos
aquiferos da bacia do Bacanga.

As baixas quantidades de oxigénio dissolvido encontradas nos locais em analise
levam a consideracéo de que os niveis de OD dos rios estdo diretamente relacionados
a intensa atividade bacteriana dos coliformes termotolerantes, a qual decompde a
matéria organica langada no corpo d’agua, consumindo assim o oxigénio disponivel.

Nas analises de micronucleos e deformidades nucleares, foram encontradas
anormalidades eritrociticas em todos os espécimes coletados, considendo-se
micronucleos e irregularidades no contorno da carioteca, segundo adaptado de
Fenech et al. (2003) (Figura 2).

ja ® .5 - ‘1 r‘; j

Figura 2. Anormalidades em eritrécitos de Sciades herzbergii coletados nos rios Bacanga
e Santo Antonio, Maranh&o. Em A eritrocitos normais; B micronucleo (seta); C deformidade
nuclear. Coloragéo Rosenfeld modificada. Aumento 1000x.

A frequéncia de micronucleos e deformidades nucleares pode ser considerada
uma resposta complexa entre a atividade genotdxica e a eficiéncia do mecanismo
fisioldgico de defesa do organismo teste (MERSCH, BEAUVAIS, 1997; GALINDO et
al., 2012), uma vez que as células sofrem altera¢des na distribuicdo ou quebra de suas
cromatides durante a anafase, onde os fragmentos cromossémicos nao acompanham
a migracado para os polos da célula, e, apos a telofase, tais fragmentos ndo séo
incluidos nos nucleos das células filhas, formando um Unico ou multiplos micronucleos
no citoplasma dessas células (VON LEDEBUR, SCHMID, 1973), ou anomalias no
contorno da carioteca, devido a agao de agentes toxicos (FERREIRA, 2004).

As anormalidades eritrociticas sao considerados marcadores simples, que podem
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ser examinados em preparacdes citoldgicas, onde sua constancia aparece aumentada
em organismos expostos a xenobidticos bem antes que qualquer sintoma clinico seja
evidente (FERREIRA, 2004). Assim, analises de sangue periférico em peixes possibilita
a deteccédo de efeitos genotdxicos provocados por varios agentes quimicos e fisicos
difusos, podendo ser utilizado para avaliacdao das condi¢des ambientais aquaticas
(THOME et al., 2016).

A funcéo dos eritrocitos consiste no transporte de gases respiratorios, por meio
de ligacdo com a hemoglobina (SATAKE et al., 2009), além de abrigar o material
genético envolto pela carioteca (FERREIRA, 2004). Deficiéncias em numero ou
forma dos eritrécitos pode comprometer a oxigenacao nos tecidos (RANZINI-PAIVA,
SILVA-SOUZA, 2004), e pode significar menor capacidade de transporte de gases
no interior do corpo do animal (SATAKE et al., 2009) interferindo em processos
metabodlicos envolvendo o estado nutricional, a maturacdo e desenvolvimento sexual
e crescimento.

Os baixos valores de OD em conjunto com as altas concentra¢des de bactérias
termotolerantes podem intensificar o comprometimento de oxigenacdo dos tecidos
dos peixes e formacao das anormalidades no eritrocitos, sendo fatores sinérgicos que
se somam influenciando na sanidade dos espécimes pisceos.

A fragmentacdo cromossOmica, causando aglomeracbes de cromatina e
consequente formacao de micronucleos, pode originar células filhas com deletérios
quanto a integridade do material genético do animal, que resultam em insuficiéncias
de segregacao ou recombinacédo na duplicacdo do material genético (FERREIRA,
2004; VIANA et al., 2017). Dessa forma, animais que contenham grande quantidade de
eritrécitos com micronucleos podem apresentar dificuldades na renovagao de células
sanguineas.

Em relagéo a frequéncia de micronucleos e deformidades nucleares nos locais
em estudo, na tabela 3 obseva-se que houve maior quantidade de microndcleos em
Sciades herzbergii do rio Bacanga, e pouca variacao para deformidades na carioteca
em ambos locais.

Anormalidades eritrociticas Cioleta ! . Coleta 2
(Periodo seco) (Periodo chuvoso)
S S2 S S2
Microndcleos 6,05 0,67 8,78 0,72
Deformidades nucleares 1,4 1,51 1,42 1,0

Tabela 3. Médias das frequéncias de micronudcleos e deformidades nucleares em eritrécitos de
Sciades herzbergii coletados nos rios Bacanga e Santo Anténio, Maranhao.

A localizacéo do rio Bacanga na regidao central de Sao Luis, e por ser aporte
de lancamento de afluentes agricolas e industriais, pode ter influenciado na maior
frequéncia dos micronudcleos, enquanto que, o rio Santo Antdnio, localizado na regiao
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rural de Paco do Lumiar, na macrorregidao de Sao Luis, apresenta praticas rurais de
subsisténcia em seu entorno, sem grandes empreendimentos e industrias proéximos.
Assim, considera-se altas as concentracbes de agentes clastogénicos e aneugénicos
presentes no Baganca, onde a presenca de micronucleos foi interpretada como indicio
de danos genotdxicos nos peixes ocasionados por contaminantes desse rio.

As alteracbes identificadas na estrutura das células sanguineas podem ser
utilizadas como ferramenta para avaliagdo prognoticas em peixes expostos a situagdes
de estresse por xenobibdticos aquaticos (ZAMINHAN et al., 2017), assim, infere-se a
evolucao de processos patoldgicos a partir da avaliacdo qualitativa e quantitativa de
células sanguineas (SATAKE et al., 2009).

De acordo com Ranzini-Paiva e Silva-Souza (2004), a aplicagcéo da citologia em
pesquisas com animais é bem aceita e considerada como procedimento de rotina em
métodos de diagnodstico. Em peixes, este tipo de diagndstico vem sendo aperfeicoado e
cada vez mais utilizado, por se tratar de uma importante ferramenta para o diagnéstico
do estado patologico dos peixes (ARAUJO et al. 2015).

Adecteccao de anormalidades em eritrocitos de peixes tem sido uma técnica muito
utilizada para avaliar danos as estruturas cromoss6micas causado por substancias
xenobibticas nos organismos (MELO et al., 2014; VENTURA et al., 2015; GOES et
al., 2016), sendo eficiente nas respostas fisiol6gicas dos animais, além de representar
um diagnostico de sanidade que limita-se a extragcdo de uma pequena quantidade
de sangue, em que o animal pode ser devolvido em vida, sem danos, ao ambiente
aquatico em que habita.

O conhecimento de analises citoldgicas em eritrocitos em peixes de ambientes
naturais é importante para identificar as alteragcbes metabdlicas, derivadas sanidade
e de fatores ambientais, que possam interferir no sistema de defesa dos animais
(KNOWLES et al., 2006; ARAUJO et al. 2015).

41 CONCLUSAO

As baixas quantidades de oxigénio dissolvido associadas as altas concentracdes
de coliformes termotolerantes podem influenciar na disponibilidade de oxigénio para a
biota aquatica dos rios Bacanga e Santo Antonio, sendo agravado pela ma formacgéo
dos eritrécitos em peixes, interferindo no transporte de gases pela corrente sanguinea
e na integridade do material genético dos animais. A preparacéo hematologica diante
da frequéncia de micronucleos e deformidades no contorno da carioteca encontrados
em Sciades herzbergii levaram a avaliagdes diagnosticas indicando a contaminagéo
dos rios maranhenses pela presenca de xenobidticos nos locais.
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