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Resumo 
 
A exposição dos peixes a poluentes provoca danos nos organismos que podem 

ser identificados precocemente através de respostas biológicas. O presente 

estudo visou avaliar os efeitos do naftaleno e benzo(a)pireno em pampos da 

espécie Trachinotus carolinus. Foram avaliados os efeitos citogenotóxicos, 

histopatológicos e bioquímicos após exposições às concentrações de 0,9 µM; 

2,7 µM e 8,1 µM de NAP e BAP por períodos de 12, 24, 48 e 96 horas. O NAP 

causa quebra no DNA de eritrócitos de pampos em concentrações de 8,1 µM e 

a partir de 12 horas de exposição. O BAP revelou ser genotóxico a partir da 

menor concentração e de 24 horas. A mutagenicidade de ambos os poluentes, 

avaliada através da indução de formação de micronúcleos e anormalidades 

nucleares eritrocitárias, também ocorre a partir de curtos períodos de 

exposição e freqüências de MN e ANE estão relacionadas com a duração da 

exposição. O período de exposição aos HPAs foi determinante na intensidade 

e severidade das lesões observadas nos tecidos dos peixes. A especificidade 

de CYP1A, observada segundo análise imunohistoquímica, ocorreu de maneira 

dose-dependente e evidenciada principalmente nos maiores períodos 

experimentais. Os poluentes orgânicos, nas condições experimentais 

utilizadas, não provocaram alteração significativa na atividade das enzimas 

catalase e GST da espécie. Os biomarcadores, citogenotóxicos e 

histopatológicos utilizados neste estudo, demonstraram ser ferramentas 

eficientes para aferir a toxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade de NAP e 

BAP como também sua relação dose-resposta na espécie T. carolinus. 

 

 

 

Palavras-chave: benzo(a)pireno, catalase, CYP1A, genotoxicidade, glutationa-

S-transferase, histopatologia, naftaleno, Trachinotus carolinus. 
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Abstract 
 

Effects of exposure of fish to pollutants can be identified through stress 

responses. The present study aims to evaluate the effects of naphthalene and 

benzo(a)pyrene in Florida pompanos, Trachinotus carolinus. Evidences from 

citogenotoxical, histopathological and biochemical studies showed that 

alterations caused by exposures to 0.9 µM, 2.7 µM and 8.1 µM of NAP and BAP 

occurred within 12 to 96 hours. NAP at 8.1 µM induced erythrocyte DNA strand 

breaks in pompanos since early periods of exposure. Genotoxic effects of BAP 

at the lowest concentration were documented soon after 24 hours of exposure. 

Mutagenotoxicity of both pollutants, as seen by the induction of MN and ENA, 

was revealed since early periods and their frequencies are related to the 

duration of exposure. Exposures to these PAHs, for longer periods, resulted in 

increased frequency and severity of lesions observed in fish tissues. Specificity 

of CYP1A, observed through immunohistochemical analyses, was related to the 

dose of the pollutants and mainly at longer periods of exposure. These organic 

pollutants, under the experimental conditions, did not interfere with the activity 

of liver catalase and GST of the species. The citogenotoxic and histopathologic 

biomarkers used in this study proved to be efficient tools to ascertain the 

toxicity, genotoxicity and mutagenesis of NAP and BAP, as well as their dose 

related response, in the species T. carolinus.    

 

 

 

Key words: benzo(a)pyrene, catalase, CYP1A, genotoxicity, glutathione-S-

transferase, histopathology, naphthalene, Trachinotus carolinus. 
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I. Introdução 

 

Os oceanos cobrem aproximadamente 71% da superfície do planeta 

(LEVINTON, 2001) sendo suas áreas costeiras essenciais à vida marinha e à 

manutenção da biodiversidade, proporcionando locais de reprodução, 

desenvolvimento e crescimento para muitas espécies. Cerca de 65% das 

cidades com populações acima de 2,5 milhões de habitantes encontram-se na 

região costeira.  

No ambiente marinho ocorre a contaminação causada por lançamentos 

de emissários submarinos, extração de petróleo, fluidos de perfuração, 

atividades portuárias ou de marinas, derramamentos acidentais de vários 

produtos químicos, etc. (PRÓSPERI; NASCIMENTO, 2006). 

De acordo com a convenção das Nações Unidas sobre os Direitos do 

Mar a “poluição do meio marinho significa a introdução pelo homem, direta ou 

indiretamente, de substâncias ou de energia no ambiente, incluindo estuários, 

sempre que as mesmas provoquem ou possam vir a provocar efeitos nocivos, 

tais como, danos aos recursos vivos e à vida marinha, riscos à saúde do 

homem, entrave às atividades marítimas, incluindo a pesca e as outras 

utilizações legítimas do mar, alteração da qualidade da água do mar, no que se 

refere à sua utilização, e deterioração dos locais de recreio” (CALIXTO, 2000). 

A prevenção dos acidentes envolvendo contaminação dos ambientes aquáticos 

é essencial para a sobrevivência de todas as espécies, incluindo a humana. 

O petróleo é um dos principais poluentes nos oceanos podendo existir 

várias formas para a sua introdução. As principais contribuições são de fontes 

terrestres, como efluentes municipais e industriais, além dos vazamentos 

acidentais provocados por navios, atividades de exploração em alto mar e 
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atividades de produção. Segundo NCR (1995), estima-se que o volume de óleo 

que atinge o ambiente marinho no mundo gira em torno de 3,25 milhões de 

toneladas por ano.  

Os derramamentos de petróleo ocorrem principalmente nas regiões 

costeiras, biologicamente mais produtivas, ocasionando um sério impacto 

econômico nas atividades dessas regiões e na exploração dos recursos do 

mar. As áreas costeiras são fortemente afetadas já que o volume de água 

disponível para a diluição e degradação dos compostos poluentes é limitado. 

Deste modo, através da atividade antrópica e, principalmente, por atividades 

ambientalmente nocivas e projetos de desenvolvimento não-sustentáveis, a 

poluição das áreas costeiras ocorre em praticamente todos os continentes do 

planeta (BALSA, 1996). Estas regiões merecem especial atenção por serem 

áreas de alta produtividade biológica e por abrigarem estágios juvenis de 

muitas espécies além de serem economicamente importantes pela prática 

intensiva de aqüicultura em muitos países (GESAMP, 1993). 

Os hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs) provêm 

principalmente dos processos de combustão, descartes resultantes da extração 

e destilação do petróleo, derrames de petróleo e derivados, aporte continental 

e efluentes domésticos e industriais (ATSDR, 1995; IRWIN et al., 1997; 

PACHECO; SANTOS, 2001). São compostos hidrofóbicos e sua persistência 

no meio ambiente é devida, principalmente, à sua baixa solubilidade em água e 

menor sensibilidade à foto-oxidação. Estes contaminantes ambientais e os 

resíduos domésticos e industriais são de preocupação mundial devido à sua 

persistência no meio ambiente e seu potencial mutagênico e carcinogênico 

(TELES et al., 2003). 

O naftaleno, HPA mais simples, é freqüentemente encontrado no solo e 

nos ambientes aquáticos (IRWIN et al., 1997). Sua estrutura é composta por 

dois anéis de benzeno e possui baixo peso molecular. O naftaleno e os 

resíduos contendo naftaleno foram classificados como perigosos pela EPA 

(1988). O seu impacto em seres humanos e outros mamíferos foi 

extensivamente estudado desde a década de 80 (LINICK, 1983; KURZ, 1987; 

NTP, 1992; ORZALESI et al., 1994). Entretanto, um limitado número de 
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estudos foi conduzido para determinar a toxicidade do naftaleno em espécies 

aquáticas, principalmente peixes, entre estes os de Seaton e Tjeerdema 

(1996), Pacheco e Santos (2002), Ahmad e colaboradores (2003), Gesto e 

colaboradores (2006) e Santos e colaboradores (2006). O total de HPAs 

absorvidos por humanos com o consumo de peixes foi estimado em 268 ng/dia, 

entretanto, os efeitos de seu consumo são desconhecidos (DOMINGO et al., 

2007a; 2007b 

O benzo(a)pireno [B(a)P] é um HPA produto de combustão incompleta 

presente na fumaça de escapamento de motores a diesel, ar urbano, piche, 

asfalto e resíduos industriais e domésticos. Sua origem é principalmente 

pirogênica e sua presença em óleos é muito baixa (LEE; ANDERSON, 2005), 

entretanto, atinge os ecossistemas aquáticos principalmente através de 

deposição atmosférica. Esse HPA entra na natureza freqüentemente através 

de descargas de indústrias de aço, petroquímicas e incêndios florestais. É um 

HPA de alto peso molecular, com cinco anéis aromáticos. Trata-se de uma 

substância que pode ser metabolizada, por diversos organismos e as 

substâncias intermediárias, chamados metabólitos, conferem efeitos 

carcinogênicos em diversos órgãos e efeitos teratogênicos em animais 

experimentais (ANNAS et al., 2000).  

Nas últimas décadas, as avaliações clássicas dos efeitos de substâncias 

químicas nos processos biológicos de organismos aquáticos têm se baseado 

em resultados de testes de toxicidade realizados em laboratório. A 

padronização destes testes forneceu um meio eficiente e de custo moderado 

para o monitoramento dos efeitos potencialmente adversos de algumas 

substâncias químicas (RAND; PETROCELLI, 1985). 

 A resposta biológica a agressões ambientais pode ser evidenciada em 

qualquer nível de organização, desde compartimentos subcelulares ou reações 

bioquímicas intracelulares, a células, sistemas fisiológicos, organismos, 

populações, comunidades e até ecossistemas (WALKER et al., 1997). Os 

efeitos dos contaminantes em peixes podem se manifestar em vários níveis de 

organização biológica, incluindo disfunções fisiológicas, alterações estruturais 

em órgãos e tecidos, além de modificações comportamentais que levam ao 
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prejuízo do crescimento e da reprodução (ADAMS et al., 1990). Estas 

respostas biológicas ao estresse, provocadas pelos poluentes, podem ser 

utilizadas para identificar sinais iniciais de danos aos organismos e são 

comumente denominadas biomarcadores.  

 Os poluentes atuam modificando as propriedades estruturais ou 

funcionais de moléculas essenciais às atividades celulares (NEWMAN, 1998). 

Portanto, a utilização de biomarcadores, em baixos níveis de organização 

molecular, podem servir como ferramentas sensíveis de aviso precoce para a 

mensuração de efeitos biológicos e no aferimento de qualidade ambiental 

(CAJARAVILLE et al., 2000). 

Biomarcadores são definidos como respostas biológicas adaptativas a 

estressores, evidenciadas através de alterações bioquímicas, celulares, 

histológicas, fisiológicas ou comportamentais (DEPLEDGE, 1994; DEPLEDGE 

et al., 1993). Estes biomarcadores são excelentes ferramentas para avaliar a 

saúde do ecossistema aquático e têm sido incluídos em vários programas 

modernos de monitoramento ambiental de países desenvolvidos (WALKER et 

al., 1996).  

Livingstone (1993) considera como biomarcadores os fluídos corpóreos, 

as células ou os tecidos que indicam, em termos bioquímicos ou celulares, a 

presença de contaminantes. Também são considerados biomarcadores as 

respostas fisiológicas, comportamentais ou energéticas dos organismos 

expostos. Existem assim biomarcadores moleculares, celulares ou sistêmicos, 

sendo alguns deles específicos para determinados poluentes. 

Os biomarcadores podem ser classificados como de exposição, efeito ou 

suscetibilidade (NASCIMENTO et al., 2006). Um biomarcador de exposição é 

considerado como qualquer alteração biológica mensurável que evidencie a 

exposição dos organismos a um poluente. Alguns exemplos deste tipo de 

marcadores são as atividades de enzimas antioxidantes, a indução do 

citocromo P-4501A (CYP1A) e a alteração na taxa metabólica dos organismos.  

Biomarcadores de efeito, em geral não são específicos em relação aos 

estressores e não fornecem informações sobre a sua natureza, mas são 
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característicos da ocorrência de um estresse que poderá ser reversível tão logo 

o estressor cesse sua atuação, como os danos causados ao DNA. São aqueles 

que evidenciam efeitos tóxicos associados à exposição do organismo ao 

poluente e induzem um mecanismo de defesa celular. Alguns desses 

biomarcadores são órgão-específicos como enzimas indicativas de respostas 

adaptativas a estressores. 

Biomarcadores de suscetibilidade podem ser definidos como indicadores 

de processos que causam variações de respostas ao longo do tempo e entre 

exposição e efeito (BARRETT et al., 1997). Os organismos, mesmo da mesma 

espécie, não respondem igualmente à exposição a xenobióticos. Vários 

estudos comprovam que há significativas diferenças associadas a esses 

fatores nos sistemas enzimáticos de bioativação e detoxificação, levando à 

suscetibilidade ou à resistência. 

Os agentes genotóxicos são aqueles que interagem com o DNA 

alterando a sua estrutura ou função, e quando essas alterações se fixam de 

forma a poderem ser transmitidas, denominam-se mutações. A genotoxicidade 

ocorre quando a exposição a um agente tóxico leva à alteração da estrutura ou 

do conteúdo de cromossomos (clastogenicidade) ou da seqüência de pares de 

bases do DNA (mutagenicidade). Dentre as diferentes técnicas usadas para 

detectar danos mutagênicos e genotóxicos, o teste de micronúcleos (MN) e das 

anormalidades nucleares associadas, assim como a eletroforese em gel de 

célula única, também chamada de ensaio cometa, estão sendo utilizadas com 

sucesso para estudar os efeitos de substâncias lançadas no ambiente.  

Há vinte e cinco anos atrás, dois cientistas suecos – Östing e Johanson 

– desenvolveram um novo método de analisar o dano ao DNA para uso em 

pesquisa biológica, o qual importou a palavra cometa da astronomia para o seu 

nome (ÖSTLING; JOHANSON, 1984). Esta metáfora da astronomia é 

visualmente apropriada, pois o resultado da imagem obtida através desta 

técnica parece um cometa, com uma cabeça distinta constituída de partes 

maiores de DNA e uma cauda que contém fragmentos de DNA quebrados ou 

danificados. 
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O ensaio cometa, ou eletroforese em gel de célula única, foi 

originalmente desenvolvido por Ostling e Johason (1984) somente para 

avaliação de quebras de fitas duplas de DNA sob condições neutras. Singh e 

colaboradores (1988) modificaram este protocolo pela inclusão da etapa de 

desenrolamento do DNA e eletroforese sob condições alcalinas que detecta um 

amplo espectro de danos ao DNA como quebras nas fitas simples e duplas, 

sítios sensíveis a álcalis e sítios com reparação tardia. A maioria dos agentes 

genotóxicos induz quebras de fitas simples e sítios álcali-lábeis em magnitude 

muito maior do que as quebras de fitas duplas, portanto, a versão alcalina do 

ensaio oferece maior sensibilidade para identificar os agentes genotóxicos. 

Este método foi recomendado como versão ótima do ensaio cometa para 

identificação de agentes com atividade genotóxica no Workshop Internacional 

em Procedimentos para testes de Genotoxicidade (TICE et al., 2000). 

Este ensaio é cada vez mais utilizado como um teste de genotoxicidade 

in vitro e in vivo para uma grande variedade de organismos (TICE, 1995). Em 

estudos in vivo, o ensaio cometa pode indicar efeitos genotóxicos em 

teleósteos pela exposição a substâncias de diferentes classes e mecanismos 

de ação. Os hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs) destacam-se pela 

sua ubiqüidade no ambiente, associados a fontes difusas de poluição crônica, e 

pela intensidade dos efeitos que provocam. De um modo geral, HPAs 

apresentam efeitos genotóxicos relacionados a metabólitos formados no 

próprio organismo que sofreu exposição, em processo que envolve a indução 

de enzimas como o citocromo P450. 

O ensaio cometa é utilizado como teste de genotoxicidade para o 

biomonitoramento de exposições ocupacionais e ambientais. Em estudos 

ambientais, este ensaio mostrou-se medida fidedigna de genotoxicidade no 

ambiente aquático, e sua aplicação foi bem sucedida em diferentes espécies 

de teleósteos (ANDRADE et al., 2004). Estudos em peixes apresentam a 

vantagem de estes organismos possuírem eritrócitos tanto imaturos quanto 

maduros nucleados, havendo grande facilidade de obtenção de suspensão 

celular numerosa e de qualidade com a coleta de pequena quantidade de 

sangue, não sendo necessário causar danos adicionais evidenciáveis aos 

indivíduos. 
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O teste de micronúcleos detecta pequenas massas de cromatina 

citoplasmática resultantes de quebras dos cromossomos durante a divisão 

celular ou de sua não incorporação ao núcleo da célula-filha. Essas massas de 

cromatina são transformadas em pequenos núcleos ou micronúcleos (KIRSCH-

VOLDERS et al., 2000). Trabalhos atuais têm utilizado com sucesso 

organismos aquáticos em estudos citogenotóxicos através da observação de 

aberrações nos cromossomos e formação de micronúcleos ou anormalidades 

nucleares eritrocíticas (PACHECO; SANTOS, 1997; 2002; AYLLÓN; GARCIA-

VASQUEZ, 2000; ANDRADE et al., 2004; CAMPOS, 2007; PHAN et al., 2007). 

Apesar da exeqüibilidade dos ensaios cometa e do teste de micronúcleo, 

há poucos estudos utilizando essas técnicas para estudar poluição aquática no 

Brasil. Há trabalhos com micronúcleos de peixes de água doce 

(NEPOMUCENO et al., 1997; GRISOLIA; CORDEIRO, 2000; MATSUMOTO; 

COLUS, 2000; GRISOLIA; STARLING, 2001; PORTO et al., 2005; AMADO et 

al., 2006; HOSHINA et al., 2008), e poucos trabalhos com a aplicação do 

ensaio de cometa em peixes, sendo, entre eles, alguns em peixes de água 

doce (GONTIJO et al., 2003; BARRETO et al., 2007) e outros de água salgada 

(ANDRADE et al., 2004; AMADO et al., 2006). 

As brânquias dos peixes desempenham papel fundamental para as 

trocas gasosas e regulação osmoiônica. Devido à sua estrutura, as brânquias 

fornecem uma ampla área superficial para o fluxo de oxigênio, gás carbônico, 

eletrólitos, água, amônia e íons hidrogênio entre o sangue do peixe e o meio 

externo (WINKALER et al., 2001). Este órgão atua como interface entre o 

animal e o meio ambiente e constitui o sítio de tomada e depuração de 

contaminantes e local onde a detoxificação e metabolismo desses agentes 

tóxicos pode ocorrer (STAGG et al., 1992). As brânquias dos peixes são o 

principal alvo de poluição aquática, pois estão continuamente expostas à água 

contaminada e estão, frequentemente, entre os primeiros órgãos a serem 

afetados por poluentes (HEATH, 1987).  

Entre os diferentes biomarcadores, as análises histológicas de diferentes 

órgãos e tecidos podem indicar respostas biológicas a uma situação 

desfavorável porque, geralmente, a exposição prolongada dos organismos aos 
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agentes tóxicos não provoca morte rápida, mas afeta a estrutura e função dos 

órgãos vitais, causando danos ao indivíduo e à população (POLEKSIC; 

MITROVIC-TUTUNDZIC, 1994). As brânquias dos peixes são, geralmente, 

consideradas bons indicadores da qualidade da água sendo utilizadas em 

estudos de impacto ambiental (WINKALER et al., 2001; FANTA et al., 2003). 

O fígado dos teleósteos é um órgão relativamente grande e possui tanto 

funções endócrinas como exócrinas, além de realizar conversões metabólicas 

(VAN DYK et al., 2007). Segundo Stehr e colaboradores (2003), diversos 

estudos demonstraram uma associação entre lesões hepáticas e exposição a 

contaminantes químicos. Muitas substâncias não apresentam toxicidade na sua 

forma original; entretanto, após serem metabolizadas no fígado, transformam-

se em subprodutos altamente tóxicos. Dessa forma, o fígado pode sofrer sérias 

alterações histopatológicas em decorrência da exposição do peixe a algum 

xenobiótico (FANTA et al., 2003). 

Uma grande variedade de alterações histopatológicas ocorre em peixes 

devido à exposição a contaminantes (HINTON; COUCH, 1984). Apesar de 

alterações morfológicas poderem ser também resultantes de parasitismo e 

doenças infecciosas, existem algumas lesões especificamente relacionadas 

com a contaminação por HPAs, particularmente no fígado (HINTON; LAUREN, 

1990). 

Trabalhos envolvendo histopatologia de diferentes órgãos de peixes 

expostos ao naftaleno, benzo(a)pireno ou outros hidrocarbonetos são 

principalmente realizados com espécies de água doce ou salobra (EL-SAYED 

et al., 1995; SPIES et al., 1996; DWIVEDI et al., 1997). Os trabalhos 

encontrados que analisam as alterações nos tecidos de peixes expostos a 

HPAs foram os de DiMichele e Taylor (1978), Black e colaboradores (1991), 

Spies e colaboradores (1996), Schirmer e colaboradores (1998), Ahmad e 

colaboradores (2003), Furia (2005) e Santos (2005). 

Os termos histoquímica e citoquímica são usados geralmente, para 

indicar os métodos para a localização de diferentes substâncias nos cortes de 

tecidos. Os métodos histoquímicos e citoquímicos têm por base reações 

químicas, ou a interação macromolecular de alta afinidade. Nos dois casos, o 
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resultado final é, usualmente, a produção de compostos insolúveis, corados, ou 

elétron-densos, que possibilitam a localização de substâncias específicas nos 

cortes de tecidos através do uso do microscópio ótico ou eletrônico. Alterações 

morfológicas ou da localização e abundância de diversas substâncias em 

órgãos e tecidos de peixes expostos a HPAs podem indicar efeitos adversos 

em comparação com estruturas e composição bem conhecidas de peixes em 

situação de controle laboratorial ou habitantes de uma área ambiental não 

contaminada. Para o conhecimento da estrutura e composição de um tecido 

qualquer é essencial a utilização de diversas técnicas histoquímicas 

(SARASQUETE et al., 2001; ARELLANO et al., 2004). 

Em vertebrados a exposição a diversos xenobióticos pode induzir a 

síntese de enzimas que são utilizadas para metabolizá-los (BLACK; COON, 

1987; BUHLER; WILLIAMS, 1988). O sistema enzimático responsável pela 

maioria das reações de oxidação desses compostos está localizado no interior 

das células associado ao retículo endoplasmático liso. As enzimas P4501A 

estão entre as principais enzimas oxidativas induzidas em peixes por 

hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs) e hidrocarbonetos aromáticos 

polihalogenados (HAPHs) (STEGEMAN; HAHN, 1994). Há várias famílias do 

citocromo P450, das quais a 1, 2, 3 e 4 são importantes para os xenobióticos. É 

uma superfamília de sistemas enzimáticos ligados às membranas presentes no 

retículo endoplasmático liso de células que se localizam na fração microssomal 

obtida após homogeneização e centrifugação. 

A família CYP1A é importante no metabolismo de hidrocarbonetos 

aromáticos e responde a níveis ambientais desses compostos de maneira 

dose-dependente sendo comumente utilizada em estudos de campo e 

laboratório como marcador de efeito e exposição a HPAs e HAPHs. Em muitos 

casos os tipos celulares que apresentam a indução da CYP1A são 

aparentemente similares em peixes expostos aos contaminantes em laboratório 

e no ambiente. Tais estudos sugerem que a indução da CYP1A pode ser usada 

para identificar tecidos-alvo de exposição aos poluentes (VAN VELD et al., 

1997). 
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A localização imunohistoquímica do citocromo P4501A é de grande 

interesse para a compreensão dos processos patobiológicos. Sabe-se que a 

localização do P4501A difere entre as espécies. A indução da CYP1A pode ser 

avaliada imunoquimicamente pelo método de western blot ou análise 

imunohistoquímica de células específicas em secções histológicas de órgãos 

inteiros (LORENZANA et al., 1988; STEGEMAN et al., 1991; VAN VELD et al., 

1992; ORTIZ-DELGADO et al., 2005) ou peixes inteiros (SMOLOWITZ et al., 

1992). 

O fígado é considerado o principal lugar de expressão de CYP1A em 

peixes, mas sua expressão e indução também têm sido observadas em outros 

tecidos (SARASQUETE; SEGNER, 2000) incluindo aqueles em contato direto 

com o ambiente, como as brânquias (MILLER et al., 1989). A relação de 

indução enzimática com o contaminante tem sido reportada em muitos órgãos 

extra-hepáticos, tecidos e células de peixes coletados de ambientes poluídos 

(STEGEMAN et al., 1991; HUSOY et al., 1996) assim como em peixes 

expostos a compostos químicos indutores de CYP1A em laboratório 

(SMOLOWITZ et al., 1991; HUSOY et al., 1994; LINDSTROM-SEPPA et al., 

1994; GRINWIS et al., 2000; 2001; ARELLANO et al., 2001; ORTIZ-DELGADO 

et al., 2002; ORTIZ-DELGADO; SARASQUETE, 2004; ORTIZ-DELGADO et al., 

2005).  

Os peixes absorvem os contaminantes orgânicos lipofílicos como os 

HPAs a partir do ambiente e possuem uma variedade de mecanismos celulares 

para proteção contra os efeitos deletérios de tais compostos (PETERS et al., 

1997; TELES et al., 2003). Entre estes mecanismos se pode citar a 

biotransformação, que converte certos xenobióticos em compostos 

intermediários, para serem excretados, que podem ser, muitas vezes, mais 

tóxicos ao organismo do que a molécula original. A biotransformação de 

xenobióticos ocorre em praticamente todos os tecidos animais, mas o tecido 

hepático é o que apresenta maior concentração do citocromo P450, sendo o 

principal responsável por esta função que é realizada por várias enzimas não 

específicas (COMPORTI, 1989).  
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Alterações bioquímicas oferecem vantagens distintas como 

biomarcadores por duas principais razões. Primeiro porque alterações 

bioquímicas ou moleculares são geralmente as primeiras respostas detectáveis 

e quantificáveis de mudança ambiental, incluindo alterações no ambiente 

químico. Segundo, alterações bioquímicas podem servir como marcadores de 

exposição e efeito. Uma alteração induzida em sistemas bioquímicos pode 

representar o efeito de um composto químico.  

Alterações em sistemas bioquímicos são geralmente indicadores mais 

sensíveis do que aqueles em níveis mais altos de organização biológica 

(ADAMS et al., 1990). De fato, mudanças no nível molecular determinam os 

efeitos em níveis mais altos de organização. Dependendo da função dos 

sistemas afetados e natureza da resposta, perturbações bioquímicas podem 

indicar se efeitos adicionais (ao nível de órgãos ou individual) estão 

predispostos a acontecer. Uma sequência de reações sempre está envolvida 

na biotransformação de compostos exógenos. Alguns metabólitos de HPAs 

produzidos por CYP1A podem produzir espécies reativas de oxigênio e, 

consequentemente, estresse oxidativo (MEYER et al., 2003).  

O primeiro passo da biotransformação, chamada fase I, é 

frequentemente um processo oxidativo no qual um grupo polar, como um grupo 

hidroxil, é introduzido. Essa reação é comumente catalisada pelo sistema de 

monoxigenase do citocromo P450. Reações subseqüentes envolvem uma 

segunda classe de reações catalisadas por enzimas conhecidas como fase II 

ou reações de conjugação (BUHLER; WILLIAMS, 1988). As enzimas de fase II 

servem para unir os metabólitos aos vários compostos endógenos solúveis em 

água presentes em alta concentração nas células. Essas reações geralmente 

resultam em aumento da solubilidade na água do metabólito e de sua taxa de 

eliminação, reduzindo a toxicidade do composto exógeno. Entre as enzimas 

mais extensivamente estudadas e talvez as mais importantes da fase II estão 

as glutationas transferases que ligam os metabólitos com a glutationa (COLES; 

KETERRER, 1990). 

A catalase é um antioxidante que decompõe a moléucla de peróxido de 

hidrogênio (H2O2) produzida nas células em oxigênio e água. Faz parte do 
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mecanismo de defesa antioxidante na fase I de biotransformação dos animais 

quando expostos a contaminantes orgânicos e metais pesados, ou pode ser 

ativada quando a concentração de H2O2 for alta (SIES, 1991).  

As reações na fase II envolvem a biossíntese do xenobiótico e sua 

ligação com algum componente do tecido normal ou substrato endógeno. Um 

mecanismo comum de proteção contra os xenobióticos eletrofílicos 

biotransformados é a conjugação com a glutationa (GSH) na fase II de 

desintoxicação. Esta reação é catalisada pela glutationa-S-transferase (GST) e 

é responsável por uma das vias primárias de desintoxicação de HPAs 

(MITCHELL et al., 2000). Como as enzimas da fase II de biotransformação são 

geralmente induzidas nos organismos aquáticos, se tem sugerido que sua 

atividade pode ser um índice utilizado para avaliar a exposição a compostos 

orgânicos (GALLAGHER et al., 2001).  

As glutationas transferases (GST) representam uma importante família 

de enzimas denominadas por seu papel como catalisadoras na conjugação de 

vários compostos eletrofílicos com a glutationa tripeptídica. Essas proteínas 

desempenham papel adicional no processo de detoxificação. As GSTs solúveis 

aumentam a disponibilidade de compostos tóxicos lipofílicos para enzimas de 

fase I servindo como transportadoras de proteínas. Tanto em mamíferos 

(COLES; KETERRER, 1990) como em peixes (VARNASI et al., 1981) a 

susceptibilidade a diferentes espécies de compostos químicos carcinogênicos 

pode ser modulada pela atividade de GST. 

 O fígado é a principal fonte de GST nos vertebrados. Nos fígados de 

peixes, parece que a GST representa uma grande parte das proteínas solúveis 

(NIMMO, 1987). As várias isoenzimas exibem ampla e alta especificidade de 

substrato. Todas as formas identificadas atualmente aparentam ser ativadas 

pela substância 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB). Por isso o CDNB é 

geralmente utilizado como substrato de escolha quando a atividade total de 

GST está sendo mensurada.    

O conceito de biomarcador foi desenvolvido para aperfeiçoar a 

estimativa de exposição e permitir uma avaliação mais exata dos impactos 

causados por exposições crônicas ou agudas aos poluentes (PEAKALL, 1992). 
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O monitoramento do impacto dos poluentes na biota é um instrumento de suma 

importância nos dias atuais, uma vez que a cada dia novos poluentes, e em 

quantidades cada vez maiores, são introduzidos no ecossistema que pode 

sofrer com a perda das suas características ambientais (JORGE, 2003). 

As espécies utilizadas nos estudos de avaliação de risco devem ser 

sensíveis, ecologicamente significativas, amplamente distribuídas, 

preferencialmente de importância econômica, disponíveis durante o ano todo e 

ter ciclo biológico curto, e as condições de ensaio devem ser representativas 

do ambiente aquático (USEPA, 1987). 

O teleósteo utilizado neste estudo, o pampo, da espécie Trachinotus 

carolinus, foi selecionado por ser um habitante típico e abundante da zona de 

arrebentação na fase juvenil, e pode ser diretamente afetado por poluentes. 

Além disso, são peixes com grande potencial econômico, muito apreciados 

para o consumo e a pesca esportiva, encontrando, também, aplicação na 

aqüicultura (LAZO et al., 1998; HOOSE; MOORE, 1992).  

Na natureza os juvenis de pampos aparentam ser predadores 

oportunistas, alimentando-se principalmente de invertebrados como pequenos 

mariscos, anfípodas, poliquetas e camarões, assim como pequenos peixes 

(BERRY; IVERSEN, 1966; BELLINGER; AVAULT, 1971). Quando adultos 

indivíduos da espécie T. carolinus podem atingir um comprimento total de até 

64 cm e pesar até 3,76 Kg. Os adultos migram para águas profundas o que 

pode acarretar uma transferência de poluentes para outros organismos na 

cadeia alimentar oceânica. 

Muito pouco se conhece sobre a estrutura de tecidos e respostas 

biológicas a estressores ambientais em peixes da espécie T. carolinus. Entre 

os poucos trabalhos realizados com a espécie para avaliação de efeitos de 

contaminantes, destacam-se os realizados no mesmo laboratório deste estudo 

nos quais foram estudadas as respostas bioenergéticas e histológicas após 

exposições a HPAs (FURIA, 2005; SANTOS, 2005; SANTOS et al., 2006) e o 

estudo do desempenho de natação de pampos expostos ao etileno glicol, 

realizado por Hymel e colaboradores (2002). 
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II. Objetivos 

 
Avaliar os efeitos provocados pela exposição, às diferentes 

concentrações e tempos de exposição, do naftaleno e benzo(a)pireno em 

peixes da espécie Trachinotus carolinus, através de estudos citogenotóxicos, 

histopatológicos e bioquímicos. 

 

Objetivos específicos: 
 

• Determinar a genotoxicidade dos compostos orgânicos através da 

quebra nas fitas duplas, simples e sítios álcali-lábeis no DNA dos 

peixes; 

• Avaliar o potencial mutagênico dos poluentes nos peixes através 

do estudo da formação de anormalidades nucleares eritrocitárias 

e micronúcleos; 

• Determinar as alterações histopatológicas provocadas nos tecidos 

de brânquias e fígados dos peixes; 

• Avaliar as alterações e localizações de substâncias específicas e 

do antígeno para o citocromo CYP1A nos tecidos e diferentes 

tipos celulares de brânquias e fígados dos indivíduos; 

• Avaliar a alteração na atividade das enzimas catalase e 

glutationa-S-transferase, participantes do processo de 

detoxificação de fase I e fase II, no fígado dos pampos. 
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III. Material e métodos 
 

III.1. Espécie estudada 
 

Os indivíduos utilizados neste estudo foram os da espécie Trachinotus 

carolinus (Figura 1) (LINNAEUS, 1766), popularmente conhecidos como 

pampo-verdadeiro, pampo ou palometa no Brasil. Esta espécie é característica 

de regiões subtropicais sendo sua distribuição do Atlântico Oeste a partir de 

Massachusetts nos Estados Unidos, até a costa das Américas Central e do Sul 

(HOESE; MOORE, 1977). 

Esta espécie foi selecionada por ser um habitante abundante, na fase 

juvenil, da zona de arrebentação da região da Enseada do Flamengo em 

Ubatuba (MACIEL, 1995). Giannini (1994) verificou que na região de Ubatuba 

as cinco espécies de teleósteos mais abundantes encontradas foram Umbrina 

coroides, Atherinela brasiliensis, Trachinotus carolinus, Anchoa tricolor e 

Trachinotus falcatus, sendo que as três primeiras mostraram-se também as 

mais freqüentes.  

T. carolinus são encontrados em águas rasas de praias arenosas, com 

ação das ondas e processos de mistura intensos (MACIEL, 1995). Têm um 

comportamento extremamente ativo, nadando em altas velocidades. Possuem 

alta taxa de sobrevivência em cativeiro, são de fácil manuseio e aceitam 

prontamente alimentos formulados se mostrando, portanto, espécie ideal para 

manutenção em cativeiro (JORY et al., 1985). 

 
III.2. Coleta dos animais 

 

As coletas foram realizadas nas praias do Lázaro e Enseada em 

Ubatuba, durante os meses de outono de 2006. Estas praias foram escolhidas 

por se localizarem próximas às instalações da base norte de pesquisa do 
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IOUSP e pela abundância de pampos em suas zonas de arrebentação. A 

proximidade permitia um rápido transporte dos organismos, minimizando o 

estresse. 

Arrastos foram efetuados paralelamente à linha de costa numa 

profundidade inferior a 1,0 m. Foi utilizada uma rede do tipo picaré com 

malhagem de 15 mm nas bordas e 10 mm no centro, nó a nó, a fim de se obter 

juvenis da espécie. Imediatamente após a captura, os peixes eram 

selecionados através de uma triagem visual para separar os indivíduos da 

espécie T. carolinus. Os indivíduos coletados foram identificados para 

confirmação da espécie (MENEZES; FIGUEIREDO, 1980) e aqueles não 

correspondentes foram devolvidos ao seu ambiente natural. Os pampos 

coletados foram colocados em tanques de cinqüenta litros com água da mesma 

área de coleta, aerada através de aeradores a pilha portáteis, e em seguida 

transportados até a base de pesquisa “Clarimundo de Jesus” do IOUSP, em 

Ubatuba. 

 

III.3. Manutenção dos animais 
 

Na base do IOUSP, os animais coletados foram transferidos para 

tanques de 500 litros, localizados dentro de galpões vinílicos, com aeração, 

higienização e renovação diária de água. Juvenis de pampos da espécie T. 

carolinus, com comprimento médio de 58,35 ± 18,00 mm e peso médio de 2,75 

± 3,00 g foram utilizados na avaliação dos efeitos da exposição ao naftaleno e 

ao benzo(a)pireno, através dos biomarcadores de efeito e exposição 

selecionados. 

A água do mar utilizada para a manutenção foi filtrada em filtros de um 

micrômetro (1 μm). Medições da temperatura da água, pH e salinidade foram 

realizadas diariamente. Para redução do estresse de captura e aclimatação às 

condições de cativeiro os indivíduos permaneceram nos galpões por pelo 

menos cinco dias antes do início dos experimentos. Durante este período os 

animais foram alimentados com ração comercial de camarão, de composição 

45% proteica, conforme as necessidades do gênero (HEILMAN; SPIELER, 

1999). 
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III.4. Exposição aos poluentes 
 

Os indivíduos mais saudáveis, apresentando coloração normal e 

nadadeiras intactas foram transferidos para o interior do laboratório com 

temperatura controlada, para aclimatação às condições experimentais por pelo 

menos cinco dias, antes do início dos testes. A temperatura foi mantida a 23 ± 

2ºC e salinidade 35 durante todo o procedimento experimental. Estes valores 

foram escolhidos por estarem dentro do intervalo no qual a espécie é 

encontrada. 

Todos os testes foram realizados em aquários de vidro de 40 litros, de 

forma a garantir 7 litros de água por peixe. Aeração artificial foi mantida fraca e 

constante durante todo o período de exposição. 

Grupos de cinco indivíduos cada foram expostos a três concentrações 

subletais de benzo(a)pireno (BAP) e de naftaleno (NAP) e um grupo controle 

em água limpa. Os poluentes naftaleno e benzo(a)pireno foram pesados 

conforme a concentração a ser utilizada em cada aquário e em seguida 

dissolvidos em 0,5 mL de solução de dimetil sulfóxido (DMSO). Neste trabalho, 

outro grupo controle de exposição dos peixes ao DMSO foi utilizado para 

caracterização dos seus efeitos nos peixes. O DMSO, à 0,001%, foi utilizado 

como solvente devido à insolubilidade dos poluentes em água do mar. Não são 

identificados efeitos tóxicos ou citogenéticos em peixes decorrentes da 

exposição ao DMSO, conforme os estudos realizados por Gravato e Santos 

(2002a), Pacheco e Santos (2002) e Teles e colaboradores (2003).  

As concentrações utilizadas foram de 0,9 µM, 2,7 µM e 8,1 µM de ambos 

os poluentes. Estas concentrações foram selecionadas com base no estudo 

realizado por Gravato e Santos (2002a) em ensaios de toxicidade em peixes. 

Os animais permaneceram expostos aos poluentes por períodos de 12, 24, 48 

e 96 horas. Devido à utilização de poluentes orgânicos altamente tóxicos e 

voláteis, foram empregados curtos períodos de exposição. Nos experimentos 

com duração de 96 horas a água dos aquários foi trocada e o poluente reposto 

após 48 horas. Após as exposições, os resíduos químicos e a água utilizada 

nos aquários foram devidamente descartados na fossa séptica construída para 

esta finalidade na base do Instituto Oceanográfico em Ubatuba. 
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A tabela 1 resume as condições experimentais utilizadas e o número de 

peixes por grupo. 

 

III.5. Coleta de material biológico 
 

Após as exposições aos HPAs o sangue dos animais ainda vivos foi 

imediatamente coletado por punção cardíaca ou através do ducto de Cuvier, 

vaso formado pela fusão das veias cardinais anteriores e posteriores e que por 

sua vez desemboca no seio venoso. Foram utilizadas agulhas e seringas de 

insulina de 0,5 mL de volume. Não foi utilizado anestésico para que os tecidos 

branquiais permanecessem inalterados para a análise histológica.  

Com o sangue coletado foram feitas duas lâminas de esfregaço por 

peixe e 10 µL de sangue foi diluído em tampão fosfato conforme descrito na 

metodologia a seguir para realização do ensaio cometa. Após preparadas, 

todas as lâminas foram guardadas e levadas para análise em São Paulo. Os 

indivíduos foram posteriormente espinhalados com conseqüente ruptura do 

sistema nervoso central e submetidos à biometria, através das medidas de 

peso total (g) e comprimento total (cm).  

 Após a biometria, todos os animais tiveram os tecidos do fígado e 

brânquias coletados e preservados para a realização de análises enzimáticas 

ou histológicas. Todos os tecidos retirados e a sua forma de preservação 

encontram-se detalhados na tabela 2 e descritos a seguir. 

 
III.6. Biomarcadores citogenotóxicos: ensaio cometa e estudo de 

micronúcleos e anormalidades nucleares eritrocitárias 
 
III.6.1. Ensaio cometa 

 

O ensaio cometa foi realizado conforme descrito por Singh e 

colaboradores (1988). Foi utilizado um protocolo baseado nos de Tice e 

colaboradores (2000), com as modificações recomendadas por Gontijo e Tice 

(2003). Anteriormente ao estudo dos organismos expostos aos poluentes, foi 

realizada uma adequação da metodologia para a suspensão celular da espécie 

utilizada. 
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III.6.1.1. Preparação das lâminas para o ensaio cometa 
 

Dez microlitros de sangue foram diluídos em tampão fosfato salino (PBS, 

pH 7.4) na proporção de 1:1000 e refrigerados, obtendo-se a suspensão celular 

eritrocitária de cada indivíduo. 

Durante os procedimentos de manipulação do material celular, a 

iluminação natural e de lâmpadas fluorescentes foram evitadas para que não 

houvesse a radiação de ondas de comprimento ultra-violeta, reconhecidamente 

genotóxica. Quando necessário, foram utilizadas lâmpadas de luz amarela. 

A temperatura do laboratório foi mantida em 20 a 25°C. Toda a 

suspensão celular foi mantida resfriada a 4 ou 5°C na geladeira, ou sobre gelo 

durante a manipulação do material. As diferentes soluções utilizadas no 

procedimento também foram mantidas a 4°C para evitar o descolamento do gel 

de agarose da lâmina de vidro. 

 Lâminas de vidro lisas de extremidade fosca foram deixadas por no 

mínimo duas horas em solução de extran 10% e devidamente limpas com 

esponja macia, lavadas com água de torneira e água destilada em abundância. 

Foram então imersas em álcool etílico por alguns minutos e secas com lenços 

de papel. 

 Agarose de ponto de fusão normal (Sigma) em solução aquosa 1,5% foi 

utilizada para preparar a primeira camada de gel e aplicada nas lâminas. A 

primeira camada é necessária, pois atua como base para melhor adesão da 

segunda camada nas lâminas, que contém o material celular. Como esta 

agarose apresenta gelificação total por volta de 37°C, esta solução foi mantida 

em banho-maria a 60°C.  

Para fazer a primeira camada, cada lâmina foi mantida sobre chapa 

metálica com moderado aquecimento. Alíquotas de 200 µL de agarose foram 

colocadas sobre cada lâmina e espalhadas ao longo desta com auxílio de outra 

lâmina de vidro lapidada, formando uma fina camada, como um esfregaço. As 

lâminas foram deixadas secando sobre superfície plana e horizontal, em 

temperatura ambiente por pelo menos 12 horas. 

Para a composição da solução de segunda camada, 20 µL da 

suspensão de células sanguíneas foram adicionados em 120 µL de gel de 1% 
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de agarose de baixo ponto de fusão (Sigma) diluída em PBS. Esta suspensão 

permanece líquida até cerca de 36°C. Alíquotas de 120 µL, de células 

sanguíneas em gel, foram espalhadas sobre lâmina contendo a primeira 

camada através do seu recobrimento com lamínula de vidro de dimensões de 

24x60 mm. Duas lâminas foram confeccionadas por peixe. Após a gelificação, 

cerca de 20 minutos a 4°C, a lamínula foi retirada. 

 

III.6.1.2. Adequação das condições de eletroforese do ensaio 
cometa às células sanguíneas de pampos 

 

Foram realizados testes com 3 pampos recém-coletados para 

adequação da metodologia do ensaio cometa. 

O peróxido de hidrogênio, que é mais comumente conhecido como 

solução de água oxigenada, H2O2, foi escolhido como substância genotóxica 

por ser utilizado como substância padrão em experimentos in vitro. Também é 

rotineiramente utilizado em nosso laboratório com essa finalidade. 

 O peróxido de hidrogênio foi diluído em PBS até concentrações de 5, 10, 

20 e 40 µM a partir de solução de peróxido de hidrogênio 30% (Merck). A 

exposição das células ao peróxido foi feita nas células já incluídas em agarose 

da segunda camada, diretamente sobre as lâminas de vidro a serem 

submetidas à eletroforese, metodologia adaptada de Wojewódzka e 

colaboradores (2002). Cada lâmina recebeu quantidade suficiente de peróxido 

para cobrir toda a sua superfície e a incubação ocorreu no escuro, em 

temperatura de 4ºC. Cada grupo de lâminas de mesma concentração de 

peróxido ficou isolada das demais concentrações para não haver 

contaminação. Após 30 minutos de exposição, as lâminas foram lavadas por 

três vezes com PBS em abundância. 

Em seguida as lâminas passaram pelas etapas de rompimento das 

membranas celulares e desenrolamento do DNA e foram então submetidas à 

eletroforese. As condições de eletroforese para adaptação às células utilizadas 

foram definidas de forma a ser utilizado 450 mL de tampão alcalino, o suficiente 

para cobrir por completo todo o material. Foram testados 0,72; 0,80 e 0,88 volts 

por centímetro, correspondendo a 18, 20 e 22 V na cuba utilizada, e 
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amperagem de 190, 220 e 240 mA respectivamente. O tempo de corrida de 

eletroforese foi sempre de 20 minutos. 

As amostras dos animais expostos aos poluentes e seus controles não 

passaram por esta etapa de exposição ao peróxido de hidrogênio, sendo que 

após a preparação da segunda camada com a suspensão celular, as lâminas 

foram imediatamente para a etapa de lise descrita abaixo. 

 
III.6.1.3. Lise 

 

Com o emprego de uma solução de alta concentração de sais, 

denominada solução de lise, as membranas das células, núcleo e organelas 

foram rompidas; os componentes citoplasmáticos e proteínas nucleares foram 

dissolvidos e retirados. As lâminas foram dispostas em cubeta vertical e 

cobertas com solução de lise (NaCl 2,5 M, Na2EDTA 100 mM, Tris 10 mM, pH 

10; Triton X-100 e DMSO 10% adicionados logo antes do uso) na qual 

permaneceram imersas por duas horas, em temperatura de 4°C. Ao término, as 

lâminas foram retiradas da solução e deixadas escorrendo por um minuto em 

papel toalha para retirada do excesso de solução. Em seguida, lavadas com 

água destilada para completa remoção da solução de lise e dos componentes 

celulares indesejáveis para a realização do ensaio.  

 

III.6.1.4. Desenrolamento do DNA 
 

Após a lise as lâminas foram dispostas na cuba de eletroforese, imersas 

por 10 minutos em solução alcalina (NaOH 300 mM, EDTA 1 mM, pH > 13),  

refrigerada a 4°C e recém-preparada para o desenrolamento, ou relaxamento, 

do DNA. 

 

III.6.1.5. Eletroforese 
 

As condições de eletroforese foram estabelecidas em voltagem e 

amperagem de 0,80 V/cm e 240 mA, durante 20 minutos. A eletroforese foi 

realizada sob corrente elétrica em cuba de acrílico com 25 cm de distância 

entre os eletrodos. A partir do núcleo, fragmentos de DNA migram no sentido 
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do anodo; quanto mais intensa for a quebra, menor será o tamanho dos 

fragmentos e maior a extensão da migração. 

 

III.6.1.6. Neutralização 
 

Ao término da eletroforese as lâminas foram cuidadosamente retiradas 

da cuba e dispostas em uma bandeja forrada com papel absorvente para que a 

solução de eletroforese escorresse por cerca de um minuto. A neutralização 

das lâminas foi feita em seguida com tampão neutro (Tris 0,4 M, pH 7.5), no 

qual o material foi imerso por 15 minutos de forma a recobrir todo o gel da 

lâmina. Este procedimento foi realizado por mais duas vezes durante 5 minutos 

cada. Ao final as lâminas foram imersas em solução de etanol 100% a 4°C e 

deixadas secar ao ar em temperatura ambiente por duas horas. 

 

III.6.1.7. Coloração por prata 
 

Para a coloração do material genético, foi utilizado o protocolo descrito 

por García e colaboradores (2004). As lâminas foram banhadas em solução de 

fixação (ácido tricloroacético 15%, sulfato de zinco heptahidratado 5%, glicerol 

5%) durante 10 minutos, lavadas por três vezes com água destilada a 4ºC e 

colocadas para secar em temperatura ambiente por pelo menos 10 horas. 

As lâminas foram hidratadas por imersão em cubeta com água destilada 

por 5 minutos a 37°C. A solução de trabalho de coloração, preparada 

imediatamente antes do uso, foi obtida misturando-se duas soluções estoque 

pré-aquecidas por cerca de 10 minutos em banho-maria a 37°C. A alíquota de 

34 mL de solução de carbonato de sódio 5% foi vigorosamente agitada e 

misturada a 66 mL de solução de nitrato de prata (nitrato de amônio 0,1%, 

nitrato de prata 0,1%, ácido tungstosílico 0,25%, formaldeído 0,15%). As 

lâminas foram imediatamente cobertas pela solução de coloração, e mantidas 

em banho-maria a 37°C, ao abrigo da luz, por cerca de 5 minutos. Em seguida, 

foram observadas em microscópio até que os cometas se apresentassem 

corados. Assim que coradas, as lâminas eram colocadas em água destilada a 

4°C durante 1 minuto para retirar o excesso de solução de coloração.  
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Para a interrupção da coloração e obtenção de lâminas permanentes as 

mesmas foram colocadas em cubetas verticais com solução de ácido acético 

1% por 5 minutos, lavadas por três vezes durante 1 minuto com água destilada 

a 4°C e deixadas secar em temperatura ambiente por pelo menos 24 horas. 

 
III.6.1.8. Análise dos cometas 

 

Foram confeccionadas 30 lâminas de cada indivíduo utilizado no teste 

da adaptação do ensaio cometa. Para a análise dos cometas dos peixes dos 

testes de adaptação de metodologia, grupos controle e dos expostos aos 

poluentes, foram fotografados 100 cometas por lâmina. Os cometas foram 

fotografados em aumento de 20X em nove regiões distintas da lâmina. Foram 

evitadas análises nas regiões próximas à margem das lâminas ou cometas 

junto a bolhas de ar, por serem regiões onde a migração dos fragmentos de 

DNA durante a eletroforese pode ocorrer de maneira irregular.  

Para a análise de imagem as fotografias foram convertidas em formato 

bitmap, resolução de 8 bit, e a imagem positiva foi invertida para negativa 

(Figura 2). Este procedimento foi realizado com auxílio do programa Comet 

Image Converter versão beta, especialmente desenvolvido para esta finalidade. 

Todas as conversões e alterações realizadas nas fotografias foram 

necessárias, pois o programa utilizado para a análise de imagem foi 

desenvolvido para corantes fluorescentes e não permite a análise de 

fotografias registradas com fundo branco, como as lâminas coradas por prata.   

Os cometas foram analisados através do programa de análise de 

imagem CometScore™ versão 1.5, domínio público, desenvolvido pela TriTek 

Corporation, para o ensaio cometa, obtido no sítio http://autocomet.com.  

Foram obtidas medidas de porcentagem de DNA na cauda e o momento 

de cauda, expressando esta última o produto do comprimento e da 

porcentagem de DNA na cauda.  

 
III.6.2. Observação de micronúcleos e de outras anormalidades 

eritrocitárias 
 

O sangue retirado dos peixes foi espalhado sobre uma lâmina de vidro 

lisa limpa, com o auxílio de uma lamínula, para obtenção de esfregaços 
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sangüíneos. As lâminas foram imersas em metanol absoluto por 10 minutos 

para fixação das células e secas ao ar. Posteriormente as células foram 

coradas com solução de Giemsa 10% em água destilada por 40 minutos. Para 

a análise, as lâminas foram codificadas, analisadas aleatoriamente e 

documentadas sob fotomicroscópio, com um aumento de 1000X. As 

informações sobre a morfologia nuclear foram identificadas de acordo com a 

descrição feita por Carrasco e colaboradores (1990) e utilizado por Pacheco e 

Santos (1997) e Campos (2007). O micronúcleo (MN), que dá nome à técnica, 

apresenta-se como um pequeno corpo não refringente, de cor e forma 

semelhante ao do núcleo principal, porém com diâmetro entre 1/16 e 1/3 do 

mesmo. As outras anormalidades nucleares eritrocitárias (ANE) foram 

denominadas: Reniforme (R), por apresentar a forma semelhante a um rim; 

Lobado (L), no qual o núcleo é dividido em lobos e Segmentado (S), que 

apresenta o núcleo separado por uma constrição, em partes não 

necessariamente do mesmo tamanho (Figura 3). Foram examinados 1000 

eritrócitos em cada lâmina e calculadas as freqüências (%o) de micronúcleos e 

de anormalidades nucleares encontradas nos diferentes grupos e períodos 

experimentais. 

 
III.7. Biomarcadores histopatológicos: Análises histopatológicas, 

histoquímicas, imunohistoquímicas e ultramorfologia 
 

III.7.1. Preparação das lâminas 
 

Os primeiros arcos branquiais esquerdos e um segmento do fígado de 

cada peixe foram fixados em formol diluído em tampão fosfato salino 0,1 M, pH 

7.4 por um período de 24 horas. O material foi desidratado em concentrações 

crescentes de solução de etanol. Os tecidos foram incluídos em parafina e 

cortados em secções de 4 µm em Micrótomo Leica RM 2025. As secções 

foram colocadas sobre lâminas histológicas de vidro recobertas com solução 

de polilisina para as análises histopatológicas e histoquímicas. Para a 

realização das diferentes técnicas, as lâminas foram desparafinadas no 

aparelho de auto-coloração Autostainer XL por aquecimento a 60ºC durante 10 

minutos, seguido de um banho em xilol, dois banhos em álcool, um banho em 
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água destilada e imediatamente coradas. Duas lâminas desparafinadas dos 

tecidos de cada peixe foram utilizadas em cada uma das diferentes técnicas 

descritas abaixo. Estes procedimentos foram executados no estágio de 

doutoramento sanduíche, no exterior, realizado no Instituto de Ciencias 

Marinas de Andalucía (ICMAN), na Espanha. Após as colorações, todas as 

lâminas foram desidratadas no mesmo aparelho sendo banhadas em água 

destilada, concentrações crescentes de álcool e diafanizadas em xilol. Para o 

preparo de lâminas permanentes, estas foram cobertas com a solução Eukit® 

(Sigma) e lamínulas de vidro. 

 

III.7.2. Técnicas histopatológicas 
 

A ocorrência, freqüência, de células coradas ou com reação positiva às 

diferentes técnicas histopatológicas e imunohistoquímicas empregadas foi 

registrada utilizando o seguinte código: “-“ nenhuma célula corada, “+” 

escassas células coradas, “++” coloração multifocal, “+++” excessivo número 

de células coradas e “++++” praticamente todas as células coradas. A 

intensidade de coloração nas células ou tecidos foi registrada como “+/–“ para 

células levemente coradas, “+” células fracamente coradas, “++” células 

moderadamente coradas, “+++” células fortemente coradas e “++++” para 

células intensivamente coradas.  

As análises foram registradas utilizando o código ocorrência/intensidade. 

Para representação gráfica dos dados, os códigos acima foram substituídos por 

valores de 1 a 4 para a freqüência e por valores de 1 a 5 para intensidade de 

coloração. 
 

III.7.2.1. Hematoxilina–Eosina e Hematoxilina–VOF 
 

Duas lâminas de cada peixe, com ambos os tecidos de brânquia e 

fígado incluídos no mesmo bloco de parafina, foram coradas com hematoxilina 

e eosina (HE) e hematoxilina-VOF (H-VOF) (GUTIÉRREZ, 1967). Esta técnica 

foi empregada para estudos morfológicos e de identificação de patologias nos 

tecidos, conforme descrito por Arellano e colaboradores (2004). 
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A técnica de hematoxilina-eosina consiste na coloração dos tecidos 

desparafinados por 5 minutos com o corante hematoxilina de Harris em solução 

aquosa seguido do corante eosina durante 7 minutos. A técnica hematoxilina-

VOF consiste da coloração dos cortes também por 5 minutos em solução 

aquosa de hematoxilina de Harris seguido de coloração por 6 minutos no 

corante VOF. O corante VOF foi preparado com a utilização das substâncias 

fast Green 0,1%, metyl blue 0,02%, Orange G 0,14%, fucsina ácida 0,2%, ácido 

fosfotúngstico 0,5%, ácido acético glacial 1% e etanol absoluto 65% em água 

destilada. Esta coloração bem contrastada confere boa nitidez às lâminas 

permitindo identificar com facilidade alterações morfológicas e patológicas 

quando comparadas à coloração HE. 

 

III.7.3. Técnicas histoquímicas 
 

Técnicas de histoquímica foram selecionadas para observação das 

alterações nas freqüências e intensidades de coloração de diferentes 

substâncias presentes nos tecidos. 

 
III.7.3.1. Azul de bromofenol 
 

Para determinação de proteínas inespecíficas nas células dos tecidos, 

as lâminas desparafinadas foram coradas com solução de azul de bromofenol, 

à temperatura ambiente, durante 15 minutos. Em seguida, as mesmas foram 

lavadas em solução aquosa de ácido acético 2%, por 5 minutos e em água 

destilada por mais 5 minutos, desidratadas e recobertas por lamínula de vidro. 

 

III.7.3.2. Azul de alcian pH 0.5, 1.0 e 2.5 
 

Para a evidenciação de mucosubstâncias ácidas foi utilizada a coloração 

azul de alcian em pH 2.5. Além da determinação específica de 

mucopolissacarídeos ácidos carboxilados revelada pelo pH 2.5, também foram 

utilizados o pH 0.5, que cora de azul os mucopolissacarídeos sulfatados 

fortemente ionizados e pH 1.0 para mucopolissacarídeos pouco ionizados.  
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Os cortes foram banhados inicialmente em tampão apropriado conforme 

o pH da coloração durante 5 minutos. Em seguida duas lâminas de cada peixe 

permaneceram em solução de azul de alcian nos pHs 0.5, 1.0 e 2.5 por 20 

minutos, foram secas em papel de filtro, desidratadas e recobertas por 

lamínula.  

 

III.7.3.3. PAS e Carmim the best 
 

A técnica do PAS (Ácido periódico de Schiff) é utilizada para evidenciar 

glicoconjugados neutros com agrupamentos 1,2 glicol e glicoconjugados ácidos 

(JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983). Portanto, foi estudada a freqüência e 

intensidade de coloração de glicoproteínas, dos tipos acima citados, presentes 

principalmente nas células mucosas dos tecidos branquiais e no citoplasma de 

hepatócitos. As lâminas foram oxidadas com ácido periódico 0,5% durante 15 

minutos, lavadas em água de torneira e água destilada. No escuro foram 

tratadas com o reativo de Schiff durante 30 minutos a 4ºC. Em seguida, as 

lâminas foram lavadas em água corrente durante 10 minutos, lavadas com 

água destilada por 20 segundos, desidratadas e recobertas por lamínula. 

Além da técnica de PAS também foi utilizada a coloração Carmin the 

Best (MARTOJA; MARTOJA-PIERSON, 1970) para coloração do glicogênio do 

citoplasma dos hepatócitos. Apesar de sua especificidade não ser total, pois 

cora o galactógeno e às vezes as mucinas, e não ser um método sensível, 

suas preparações são notavelmente sugestivas e bem contrastadas. As 

lâminas foram coradas com solução de hemalumbre (fórmula de Masson) 

durante 3 minutos e lavadas com água corrente em abundância. Em seguida 

foram coradas com a solução de Carmim, durante 5 minutos, e diferenciadas 

com solução composta de álcool metílico, álcool etílico absoluto e água 

destilada. Em seguida, as lâminas foram desidratadas diretamente em álcool 

absoluto por tempo prolongado, sendo seguido o procedimento padrão de 

desidratação e confecção de lâminas permanentes.  

 
III.7.4. Análise imunohistoquímica de atividade do citocromo 

CYP1A  
 

A técnica de imunohistoquímica foi empregada para a detecção de 

antígenos através da aplicação direta do anticorpo específico do citocromo 
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CYP1A sobre as lâminas histológicas. Em imunocitoquímica o anticorpo que 

reage com o antígeno é um anticorpo primário.  

Para a análise imunohistoquímica, as secções de tecidos foram tratadas 

com H2O2 3% em água mili-Q durante 15 minutos em temperatura ambiente 

para bloquear as peroxidases endógenas (POLAK; VAN NOORDEN, 1983). As 

lâminas foram saturadas com solução tamponada de fosfato (PBS) pH 7.4 e 

Triton X-100 (T). A seguir foram imersas em albumina 3% por 30 minutos para 

bloquear sítios de ligações não específicas. As secções de brânquias foram 

então incubadas durante uma noite, overnight, sob refrigeração com o 

anticorpo monoclonal primário CYP1A C10-7 diluído 1:200 e as secções de 

fígado com o anticorpo primário policlonal CYP1A CP-226 diluído 1:350, ambos 

produzidos pela Biosense Laboratories AS (Bergen, Noruega). A diferença 

entre os anticorpos empregados se deve à especificidade de cada tecido, 

comprovada em testes iniciais. Após a imersão em anticorpo primário, as 

lâminas foram lavadas em PBS por três vezes para aplicação do secundário. O 

anticorpo secundário específico para cada anticorpo primário utilizado, anti-

mouse IgG diluído 1:50 em tecidos de brânquia e anti-rabbit IgG diluído 1:50 

em fígado, foi empregado durante 1 hora e para a coloração foi utilizado o kit 

ABC® (Vectastain, USA), conforme metodologia utilizada e descrita por Ortiz-

Delgado e colaboradores (2005). A peroxidase foi então revelada por imersão 

das lâminas durante 10 minutos com uma solução composta de 3-3’ 

diaminobenzidina tetramidrocloride (DAB), tampão Tris-HCl pH 7.6 e peróxido 

de hidrogênio (H2O2) para observação em microscópio ótico. O anticorpo 

primário se une com a enzima peroxidase, que reage com a diaminobenzidina 

em presença de H2O2 sendo possível visualizar uma reação colorida nas 

lâminas. 

Após a realização de todas as técnicas acima descritas os tecidos foram 

analisados e fotografados em fotomicroscópio. 

 

III.7.5. Western blot 
 

Os tecidos de brânquia e fígado, preservados em nitrogênio líquido, 

foram processados, para separação das proteínas microssomais, mediante 

eletroforese em gel de poliacrilamida, o que permitiu a identificação da enzima 
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CYP1A segundo a técnica de western blot. Os tecidos foram homogeneizados 

e os microssomas preparados conforme descrito por Ortiz-Delgado (2001) e 

utilizado por Ortiz-Delgado e colaboradores (2005). Os diferentes grupos de 

exposição, utilizados neste estudo, tiveram os seus tecidos agrupados em um 

pool para cada grupo, brânquias e fígados separados. As amostras foram 

homogeneizadas em tampão adequado (50 mM Tris-HCl; 0.25 M sacarose; 2 

mM EDTA-Na2; 150 mM KCl, 1 mM DTT; 0.25 mM PMSF) em razão de 4 mL/g 

de tecido, com o auxílio de um homogeneizador de ultrassom. O 

homogeneizado resultante foi centrifugado a 800 X g durante 10 minutos, a 

4ºC, para eliminar núcleos e restos celulares. O sobrenadante foi centrifugado 

a 15.000 X g, a 4ºC durante 20 minutos, para sedimentar as mitocôndrias e 

parcialmente os lisossomas e peroxissomas. O sobrenadante resultante foi 

recolhido com uma pipeta Pasteur, evitando-se recolher a capa lipídica 

superficial e centrifugado a 100.000 x g durante 60 minutos a 4ºC em 

ultracentrífuga Beckman, modelo L8-55M. O precipitado, contendo a fração 

microssomal, foi ressuspendido com o tampão de homogeneização, na razão 

de 200 µL por grama de tecido, evitando diluições excessivas, uma vez que 

poderiam ser esperados valores baixos. 

A concentração de proteínas totais nas amostras foi determinada a 562 

nm de absorbância em espectofotômetro com leitor de microplacas, segundo 

método de BCA (ácido bicinconínico), utilizando-se o kit comercial para ensaio 

de proteínas BCA® da Pierce, conforme instruções do fabricante. Determinada 

a quantidade de proteína em cada amostra, foi possível utilizar na eletroforese 

sempre a mesma quantidade de proteínas totais, ou seja, 10 µg de proteína, 

para todas as amostras. 

Aos microssomas, em tampão de ressuspensão, foi adicionado um 

corante composto de azul de bromofenol e beta-mercaptoetanol, este último 

utilizado para reduzir as pontes dissulfeto e prevenir a oxidação das proteínas. 

Essa solução foi colocada nas faixas feitas em gel de poliacrilamida e, junto 

com um padrão de proteínas de pesos moleculares conhecidos, foi realizada a 

eletroforese em voltagem de 120 V por 2 horas. As proteínas separadas no gel 

foram transferidas para membranas de nitrocelulose através de eletroforese 

com amperagem regulada em 250 mA durante 2 horas em tampão 25 mM Tris, 

0,2 M Glicina e 20% de metanol em água destilada. O sistema de transferência 
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foi montado intercalando-se uma esponja fina, um filtro de papel, o gel e a 

membrana de nitrocelulose. As folhas de nitrocelulose com as proteínas 

transferidas foram mergulhadas em solução de tampão PBS e leite 5% para 

bloqueio da atividade endógena. Em seguida foram mergulhadas em solução 

de anticorpo primário, monoclonal C10-7 para brânquias, diluído 1:200 e 

policlonal CP-226 para fígado, diluído 1:350. As membranas de nitrocelulose 

foram mantidas em agitação contínua por aproximadamente 12 horas. Os 

mesmos anticorpos secundários dos ensaios imunohistoquímicos foram 

empregados nessa análise, anticorpo anti-mouse IgG diluído 1:3000 para 

brânquias e anticorpo anti-rabbit IgG diluído 1:3000 para as amostras de 

fígado. A imunoreação foi observada através de revelação com o kit Western 

Blotting analysis system® da Amersham Biosciences em membranas 

fotográficas. O tempo de revelação variou de 5 a 30 segundos, dependendo do 

necessário para cada folha de nitrocelulose. Os pesos moleculares das 

proteínas separadas foram comparados com o padrão utilizado. Identificou-se a 

presença ou ausência de proteínas de peso molecular de 60 KDa, peso da 

enzima CYP1A. Devido ao número de amostras e variação do tempo de 

revelação das membranas, a atividade de CYP1A foi analisada somente como 

ausente ou presente. A quantificação da enzima não foi determinada ou 

comparada entre os diferentes grupos expostos ou não aos poluentes. 

 

III.7.6. Microscopia eletrônica de varredura 
 

 O segundo arco branquial esquerdo de alguns indivíduos escolhidos 

aleatoriamente de todos os grupos controle, naftaleno e benzo(a)pireno foram 

observados em microscópio eletrônico de varredura. Os tecidos fixados em 

glutaraldeído 3% e diluídos em tampão fosfato 0,1 M, pH 7.2–7.4, foram 

desidratados em concentrações crescentes de solução de etanol. Após a 

desidratação o material foi pós-fixado em tetróxido de ósmio e levado ao ponto 

crítico em CO2 líquido, para completa desidratação. Em seguida o material foi 

metalizado em ouro e observado em microscópio eletrônico de varredura 

modelo LEO 435VP da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da 

USP. A superfície das brânquias foi fotografada e as alterações encontradas 
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analisadas e comparadas com as lesões registradas segundo análise em 

microscópio ótico.  

 

III.8. Biomarcadores bioquímicos: catalase e glutationa-S-

transferase 
 
Os fígados dos peixes dissecados e preservados em nitrogênio líquido 

no trabalho de campo foram transferidos para o laboratório em São Paulo onde 

foram realizadas as análises enzimáticas dos biomarcadores bioquímicos. 

Amostras do tecido hepático de cada indivíduo foram homogeneizadas em 

solução tampão de pH 7.6 [Tris Base 20 mM, EDTA 1 mM, Ditiotreitol (DTT) 1 

mM, Sacarose 0,5 M, KCl 0,15 M e Fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) 0,1 

mM] numa proporção de 1:6 (tecido:tampão), em homogeneizador ultrassônico 

MicrosonTM. O material foi centrifugado a 9000 X g e 4ºC por meia hora e o 

sobrenadante recolhido e separado, em alíquotas, para a determinação da 

atividade da catalase, glutationa-S-transferase e dosagem de proteínas totais. 

 
III.8.1. Catalase 

 

A atividade da catalase foi determinada conforme metodologia de Aebi 

(1974) que quantifica a velocidade de decomposição do H2O2 pela enzima, 

através do decréscimo da absorbância a 240 nm, 30ºC, por 1 minuto. A reação 

é linear somente nos primeiros 3 a 4 minutos. Portanto, o registro da densidade 

ótica começou imediatamente após a adição dos hemolizados. O comprimento 

de onda utilizado é o comprimento de absorção de luz do peróxido de 

hidrogênio. O coeficiente molar de extinção do H2O2 é 0,071 mM-1 cm-1. As 

leituras foram obtidas em espectrofotômetro Cintra 10e da GBC Scientific 

Equipment Pty. Ltd. 

 Para a leitura em espectrofotômetro foi preparado um tampão à base de 

Tris-HCl (0,2 M) e EDTA (1 mM) pH 8.0 em água mili-Q. Em 100 mL de água 

mili-Q foram adicionados 5 mL deste tampão e solução de H2O2 até atingir a 

concentração de 10 mM. Para o ensaio, foram adicionados 990 µL da solução 

de reação acima descrita e 10 µL de amostra de tecido em uma cubeta de 
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quartzo. O decréscimo da absorbância em espectrofotômetro foi registrado por 

1 minuto a cada 15 segundos. 

Os intervalos da absorbância (∆ ABS) foram obtidos para os tempos de 

0-15, 15-30, 30-45 e 45-60 s. Logo após foi calculado o decréscimo da 

absorbância por minuto. A atividade enzimática foi calculada segundo a 

equação: AE = (∆ABS/minuto X diluição da amostra)/(0,071 X volume da 

amostra em mL X concentração de proteínas na amostra em mg/mL). 

A atividade enzimática foi então expressa em unidades de catalase por 

minuto e miligrama de proteínas (SALVO, 2003). 

  

III.8.2. Glutationa-S-transferase 
 

A atividade da glutationa-S-transferase foi determinada de acordo com 

as metodologias descritas por Habig e colaboradores (1974) e Habig e Jakoby 

(1981). Foram preparadas 3 soluções para utilização no ensaio enzimático: 

• Tampão fosfato de reação 0,1 M e pH 7.0 à base de fosfato de 

potássio monobásico (KH2PO4) e fosfato de potássio dibásico 

(K2HPO4) diluídos em água mili-Q;   

• Solução 0,1 M de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) em 1 mL de 

etanol 100%; 

• Solução de glutationa reduzida (GSH) 0,1 M dissolvida em 

tampão de reação 0,1 M. 

 

Todas as soluções foram mantidas a 0°C até o momento de leitura em 

espectrofotômetro. Para a leitura da absorbância foram adicionados 980 µL de 

tampão de reação, 10 µL de CDNB e 10 µL de GSH na cubeta de quartzo 

utilizada como referência. Na cubeta de amostra foram adicionados 960 µL de 

tampão de reação, 10 µL de CDNB, 10 µL de GSH e 20 µL de amostra. O 

conteúdo das cubetas foi homogeneizado por inversão, cobrindo-se a cubeta 

com filme plástico. A leitura foi obtida em espectrofotômetro Cintra 10e a 340 

nm e a 25ºC, durante 1 minuto a cada 15 segundos. 

O aumento da absorbância por minuto para os intervalos de tempo de 0-

15, 15-30, 30-45 e 45-60 s foi utilizado para o cálculo de ∆ABS/minuto. A 

atividade enzimática foi então calculada segundo a equação: AE = 
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(∆ABS/minuto X diluição da amostra)/(9,6 X volume da amostra em mL X 

concentração de poteínas amostra em mg/mL). O coeficiente de extinção molar 

do CDNB é de 9,6 mM-1cm-1. A atividade enzimática foi então expressa em 

unidades de GST por minuto e miligramas de proteínas. 

 

III.8.3. Determinação da concentração de proteínas totais 
 

A concentração de proteína nos fígados dos peixes foi determinada com 

a utilização de um kit denominado Coomassie® Plus Protein Assay Reagent kit, 

Pierce biotechnology. Trata-se de um método colorimétrico rápido através da 

ligação do azul brilhante de Comassie às proteínas e a comparação desta 

ligação com diferentes concentrações de uma proteína padrão, geralmente 

albumina sérica bovina. O corante se liga com os grupos funcionais básicos ou 

aromáticos das proteínas. A ligação ocorre em dois minutos e dura 

aproximadamente duas horas. Este método é uma modificação do conhecido 

método de Bradford (1976). Em meio ácido, o corante se liga às proteínas e 

ocorre um máximo de absorbância em 595 nm e uma concomitante alteração 

da cor da amostra de marrom para azul. O teste foi realizado em 

espectrofotômetro com leitor de microplacas Spectra Count, Packard, no 

Laboratório de Aqüicultura Marinha do IOUSP. 

De maneira simples e resumida este teste se baseia na combinação de 

pequena quantidade das amostras de proteínas com o reagente do kit, mistura 

adequada dos componentes, rápida incubação e leitura da absorbância em 595 

nm. 

 Para obtenção de um padrão de proteínas foi utilizada uma ampola de 

padrão de albumina sérica bovina, Sigma, de concentração 2.000 µg/mL. A 

partir desta solução mãe foram feitas diluições em água mili-Q para obter as 

concentrações de 1.500 µg/mL, 1.000 µg/mL, 750 µg/mL, 500 µg/mL, 250 

µg/mL, 125 µg/mL, 25 µg/mL e 0 µg/mL (branco). Cada solução foi preparada 

diretamente nos poços da microplaca e os padrões foram sempre colocados 

juntos com as amostras para a leitura em espectrofotômetro.  

 A partir da relação entre a concentração dos padrões conhecidos e a 

sua absorbância foi construída uma curva padrão e foi determinada a equação 

da curva e a correlação dos dados (R2) (Figura 4). A equação da curva padrão 
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foi utilizada para determinar a concentração de proteínas totais nas amostras 

desconhecidas.  

 Para a determinação das proteínas totais nas amostras desconhecidas 

foram pipetados 10 µL de cada amostra diretamente nos poços da microplaca. 

Em seguida, foram adicionados 300 µL do reagente Comassie® Plus. Este 

procedimento foi realizado em todos os poços livres da microplaca com 

exceção dos 9 poços utilizados com soluções de proteínas para determinação 

da curva padrão. As placas permaneceram por repouso durante alguns minutos 

e foram agitadas por 30 segundos antes da leitura. A absorbância foi medida a 

595 nm. O valor da absorbância do branco foi subtraído de todas as demais 

amostras e calculada a concentração de proteína nas amostras conforme a 

equação da curva padrão.  

 

III.9. Análises estatísticas 
 

Para o ensaio cometa foram calculadas as médias de porcentagem de 

DNA na cauda e momento de cauda, para os peixes de cada grupo 

experimental. Diferenças entre todos os grupos foram verificadas através de 

teste de variância não paramétrico Kruskal-Wallis e as diferenças entre os 

grupos experimentais e o controle foram determinadas segundo o teste de 

Mann-Whitney. 

Da mesma maneira, as freqüências de micronúcleos e das 

anormalidades nucleares eritrocitárias tiveram as médias dos grupos 

comparadas segundo o teste Kruskal-Wallis e teste posterior de Mann-Whitney. 

Os dados histopatológicos foram agrupados em planilhas e as 

alterações histopatológicas, identificadas nas brânquias e nos fígados dos 

indivíduos, foram analisadas com os mesmos testes. 

 Os dados de atividade das enzimas catalase e glutationa-S-transferase 

foram testados para normalidade e homogeneidade segundo os testes de 

Shapiro-Wilks e Levene. As diferenças significativas foram analisadas com 

base no teste de ANOVA seguido do teste de Duncan.  

As análises estatísticas foram realizadas no programa Statistica 7.0 ao 

nível de significância de p<0,05. 
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IV. Resultados 

 

IV.1. Ensaio cometa 
 
No ensaio cometa, para a interpretação dos resultados, o “cometa” é 

dividido em duas partes: cabeça e cauda. As células sem ou com pouco dano 

no DNA se transformam em cometas sem cauda permanecendo similares aos 

nucleóides. Células com mais danos originam cometas com caudas bem 

definidas. 

Não foram constatados cometas de células mortas ou com ausência de 

núcleo nas lâminas analisadas.  

 
IV.1.1. Adequação das condições de eletroforese 

 

As variações de médias de porcentagem de DNA na cauda dos cometas 

em controle PBS e em grupos tratados com diferentes concentrações de H2O2 

nas diferentes voltagens testadas estão representadas na figura 5. Conforme o 

aumento de voltagens utilizadas na eletroforese, os cometas apresentaram 

maior porcentagem de DNA na cauda.  

A observação dos cometas e a análise segundo o programa Comet 

Score permitiu quantificar a migração e analisar a distribuição do material 

genético. Foi observado em eletroforese com voltagem de 0,72 V/cm que as 

células apresentavam-se muito arredondadas, às vezes não caracterizando o 

formato de cometas, característico do método (Figura 6A). 

Ocorreu uma pequena diferença na proporção de DNA na cauda dos 

cometas entre as voltagens de 0,80 e 0,88 V/cm conforme o aumento da 

concentração de H2O2. A voltagem mais alta, 0,88 V/cm, apresentou 

porcentagem de DNA na cauda maior que a voltagem de 0,80 V/cm em todas 

as concentrações testadas (Figura 5). Nesta voltagem os cometas se 
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apresentaram muito extensos, mesmo nas menores concentrações de H2O2, 

em relação à 0,80 V/cm. A figura 6 ilustra cometas de lâminas submetidas à 

concentração de 10 µM de H2O2 após a eletroforese de 0,80 V/cm (Figura 6B) 

e 0,88 V/cm (Figura 6C). 

 
IV.1.2. Efeitos da exposição ao NAP e BAP 

 

As médias de porcentagem de DNA na cauda, momento de cauda e os 

desvios padrões dos grupos controles e aqueles expostos ao naftaleno e 

benzo(a)pireno e seus desvios padrões estão apresentadas nas figuras 7 e 8, 

respectivamente. 

Considerando a porcentagem de DNA na cauda dos cometas, os 

controles em água limpa apresentaram valor reduzido, atingindo médias 

sempre menores que 10% em todos os períodos de exposição (Figura 7). Os 

grupos em DMSO também revelaram baixo dano ao DNA, sendo significativa 

somente a diferença deste grupo em 96 horas e em relação aos demais grupos 

controles. 

Como pode ser observado na figura 7A, o dano ao material genético das 

células foi significativo nas exposições ao naftaleno somente na maior 

concentração de 8,1 µM e não foram observadas diferenças de dano ao DNA 

entre os diferentes períodos experimentais. Apesar de não apresentarem 

diferença significativa em relação ao grupo controle, os grupos expostos à 

concentração de 8,1 µM de naftaleno apresentam uma tendência ao aumento 

de dano conforme o aumento do período de exposição. 

Observando os resultados da exposição à menor concentração de 

benzo(a)pireno de 0,9 µM, nota-se diferença significativa em relação ao grupo 

controle em água limpa, da porcentagem de DNA na cauda, somente no maior 

período de exposição de 96 horas (Figura 7B).  

Os grupos expostos ao benzo(a)pireno nas concentrações de 2,7 µM e 

8,1 µM revelaram dano significativo em relação aos seus respectivos controles 

e a partir do período de exposição de 12 horas. Quando comparados os grupos 

expostos a uma mesma concentração, em função dos diferentes períodos de 

exposição, não ocorrem diferenças significativas. Somente para a mais alta 

concentração de 8,1 µM de BAP se nota uma tendência ao aumento de 
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porcentagem de DNA na cauda dos cometas em função do aumento do tempo 

de exposição, chegando a até 70% de DNA na cauda dos cometas deste grupo 

no mais longo período de exposição. Entre os diferentes tempos de exposição 

o resultado é significativo somente quando são comparados os períodos de 12 

e 96 horas na concentração mais elevada. 

O naftaleno também revelou dano genotóxico, significativo em relação 

ao grupo controle, somente na exposição de maior concentração de 8,1 µM, 

segundo a análise do momento de cauda (Figura 8A), já a partir do período de 

exposição de 12 horas. Apesar de não haver diferença significativa quando 

comparados os diferentes períodos de exposição a 8,1 µM NAP, ocorre uma 

tendência ao aumento do momento de cauda conforme aumenta o tempo de 

exposição ao poluente. 

 Segundo a análise do momento de cauda, o benzo(a)pireno foi 

genotóxico às células dos peixes a partir da concentração de 0,9 µM BAP e do 

período de 24 horas de exposição. Apesar de não ser significativo, ocorre uma 

tendência ao aumento do momento de cauda conforme aumenta o período 

experimental. Nota-se esta tendência quando são comparados os diferentes 

períodos de exposição à concentração de 8,1 µM de BAP (Figura 8B). 

O naftaleno confere genotoxicidade significativa somente na 

concentração de 8,1 µM independente do período de exposição, enquanto o 

benzo(a)pireno demonstra ser genotóxico a partir da concentração mais baixa 

utilizada,  0,9 µM, e do período de 24 horas de exposição.  

 
IV.2. Análise de micronúcleos e de outras anormalidades 

eritrocitárias 
 

Lâminas de todos os tratamentos foram analisadas para constatação de 

lesões nucleares, inclusive os controles, apesar de estes apresentarem 

escassas anormalidades nucleares. Não foram observadas células 

apresentando micronúcleos ou anormalidades nucleares eritrocitárias em 

freqüência maior que 1,5%o nos peixes dos grupos controle em água limpa ou 

DMSO (Figuras 9 a 12). 

A frequência de anormalidades nucleares eritrocitárias e micronúcleos 

apresentada pelos grupos expostos aos poluentes se revelou em sua grande 
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maioria, significativamente mais elevada quando comparada às freqüências 

dos grupos controle.  

 Micronúcleos foram observados após a exposição de 12 horas, ao 

naftaleno e benzo(a)pireno, nas concentrações de 2,7 µM e 8,1 µM (Figuras 9 

e 11). Apesar de não ser significativo, nota-se uma tendência ao aumento da 

frequência de micronúcleos em função do aumento da concentração de 

poluente utilizada nos diferentes períodos de exposição. No período de 

exposição mais longo, houve diferença significativa da frequência de 

micronúcleos do grupo 8,1 µM BAP em relação a todos os demais grupos.  

Analisando cada parâmetro de forma isolada, a lesão do tipo reniforme 

foi a que apresentou a maior freqüência nos experimentos, enquanto que a 

lesão do tipo segmentada foi a menos freqüente (Figuras 9 a 12). 

As anormalidades nucleares do tipo reniforme atingiram uma frequência 

média máxima de 9%o na concentração de 8,1 µM BAP após 96 horas de 

exposição (Figura 12). Em todas as concentrações utilizadas e em todos os 

períodos, inclusive em ambos os grupos controle, foram observadas 

anormalidades do tipo reniforme. Entretanto, quando comparadas as diferentes 

concentrações, somente aquelas mais altas (2,7 µM e 8,1 µM de NAP e BAP) 

apresentam diferença significativamente mais elevada, em relação ao grupo 

controle em água, para todos os períodos de exposição. 

O naftaleno causou maior frequência de anormalidades nucleares do 

tipo lobadas após o período de 96 horas de exposição nas concentrações de 

2,7 µM e 8,1 µM (Figura 10). Os grupos expostos ao benzo(a)pireno 

apresentaram crescente número de lesões do tipo lobada conforme o aumento 

de concentrações para cada período experimental. 

 A anormalidade do tipo segmentada foi observada muito raramente em 

todos os grupos apresentando uma frequência média máxima de 1,6%o no 

grupo em 8,1 µM de BAP após 96 horas de exposição (Figura 12). Os grupos 

com freqüência média mais elevada em relação aos demais foram os de 2,7 

µM e 8,1 µM expostos ao benzo(a)pireno e após 96 horas. 
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IV.3. Análises histopatológicas 
 

As alterações nos tecidos branquiais foram analisadas em relação às 

concentrações de poluentes utilizadas e os períodos de exposição. Foram 

fotografadas as principais alterações celulares e teciduais observadas nos 

peixes.  

O resultado de alterações em cada indivíduo foi registrado em uma 

tabela conforme freqüência/intensidade. As médias de freqüência e intensidade 

de coloração em cada grupo experimental, de todas as técnicas realizadas, 

foram agrupadas nas tabelas 3 a 12. As principais alterações observadas em 

brânquias encontram-se representadas na figura 13 e as alterações em fígado 

na figura 14. 

Nenhuma alteração patológica severa foi encontrada nos tecidos de 

brânquias e fígados dos pampos nos grupos controle e DMSO em todos os 

períodos experimentais (Figura 13A). Foram observados pequenos 

deslocamentos de células epiteliais, de fraca intensidade, em alguns animais 

controle e em DMSO, de diferença não significativa segundo análise estatística 

entre estes grupos.  

Foram constatadas algumas alterações de fraca intensidade 

significativas no grupo DMSO em relação ao grupo controle. Nas brânquias dos 

indivíduos do grupo DMSO ocorreu fusão completa de lamelas secundárias 

(Figura 13E) e telangiectasia de lamelas nas brânquias (Tabelas 3 e 4). Em 

fígado foi significativo, porém de fraca intensidade, entre alguns grupos DMSO 

e controle, o incremento de vacúolos lipídicos (Figura 14D), dilatação dos 

sinusóides e pequena infiltração de sangue nos sinusóides (Tabelas 5 e 6). 

A ocorrência de parasitas nas brânquias dos peixes controle e DMSO foi 

observada, porém esta se revelou muito inferior aos grupos expostos aos 

poluentes. A ocorrência destes organismos foi registrada conforme escala 0 ou 

“–“ para nenhum parasita até 4 ou “++++” para tecidos com inúmeros parasitas 

ao seu redor, segundo uma análise comparativa entre as lâminas de brânquias.  

Observa-se um aumento na ocorrência de parasitas nas brânquias 

conforme aumenta o período de exposição até 96 horas. A partir de 24 horas, 

observa-se um aumento significativo na presença de parasitas somente na 

concentração mais elevada de NAP. Somente 2,7 µM e 8,1 µM de BAP 
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revelaram significativo aumento na ocorrência de parasitas no período de 48 

horas e todos os grupos se revelaram diferentes do controle em água limpa 

após maior período de 96 horas, inclusive o grupo DMSO (Figura 15). 

As lesões nos tecidos foram observadas em todos os grupos e 

relacionadas com a concentração de ambos os poluentes utilizados. 

Observando-se as tabelas de 3 a 6 se nota um maior número de ocorrência e 

intensidade de lesões nos períodos experimentais de 24, 48 e 96 horas em 

relação ao experimento de 12 horas e independente da concentração de 

poluentes utilizada. Nenhuma fibrose de tecido foi encontrada nas brânquias ou 

fígados dos peixes e em nenhum indivíduo foi observada a formação de 

tumores ou colanginomas no fígado (Tabela 6). 

Quando comparadas as freqüências e intensidades de lesões de grupos 

de mesma concentração de poluentes, em relação ao tempo em que os 

animais permaneceram expostos, nota-se um aumento significativo de dano 

nos tecidos dependente do tempo de exposição. As lesões começam a ser 

significativas, em relação ao período de 12 horas, a partir do período de 24 

horas de exposição.  

As alterações que apresentaram esse aumento significativo em 

brânquias foram: hipertrofia do epitélio respiratório, deslocamento de células 

epiteliais (Figura 13C), espessamento de tecido interlamelar (Figura 13D), 

infiltração de leucócitos no epitélio, estreitamento do epitélio respiratório, 

hiperplasia caótica de células epiteliais, fusão de extremidades de lamela 

secundária, telangiectasia de lamelas, hemorragia com ruptura de vasos 

sangüíneos, aneurismas (Figuras 13B e 13F) e necrose (Figuras 13C e 13G).  

As lesões no fígado dos peixes, relacionadas com o tempo de 

exposição, foram: hiperemia de capilares, resposta inflamatória, infiltração de 

sangue nos sinusóides (Figura 14B), diminuição do tamanho dos hepatócitos, 

anisocitose e anisocariose dos hepatócitos, aumento de eosinofilia 

citoplasmática, necrose (Figura 14C), cariólise (Figura 14A), hepatite, cirrose 

(Figura 14E) e dilatação de sinusóides.  

Necrose do tecido branquial, lesão irreversível, ou seja, irreparável e 

extremamente prejudicial, significativa em relação ao grupo controle, foi 

observada desde o período de 24 horas de exposição na concentração de 2,7 
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µM de naftaleno apesar de pouco freqüente e de moderada intensidade (Figura 

16).  

Os períodos de 48 e 96 horas apresentaram diferença significativa na 

ocorrência e intensidade de tecido necrosado nas brânquias dos grupos 

expostos às maiores concentrações de NAP e BAP, em relação aos seus 

grupos controles e DMSO e quando comparados com a concentração de 0,9 

µM. Houve uma tendência ao aumento de severidade desta lesão relacionada 

à concentração de poluente utilizada. 

As lesões mais severas encontradas nos fígados dos peixes foram 

hepatite e cirrose. A cirrose nem sempre foi de grande intensidade, sendo 

significativa somente no período de 96 horas e concentrações 8,1 µM de NAP e 

2,7 µM e 8,1 µM de BAP. Hepatite do tecido hepático, significativamente 

presente em alguns indivíduos quando comparados àqueles dos grupos 

controle, foi observada nos grupos em 8,1 µM de BAP em 24 horas e em 

peixes expostos a ambos os poluentes nos períodos de 48 horas e 96 horas 

(Figura 17). 

Apesar de as lesões serem progressivas em freqüência e intensidade, 

nem sempre houve relação com a concentração dos poluentes. Como por 

exemplo, pode-se observar na figura 17 que na concentração de 2,7 µM de 

BAP em 24 horas, nenhum peixe deste grupo apresentou hepatite. 

 

IV.4. Análises histoquímicas 
 

A coloração de proteínas não específicas em brânquias por azul de 

bromofenol não revelou diferença significativa entre os grupos nas células de 

cloro, células mucosas e cartilagem dos peixes (Tabela 7). A coloração das 

células pilares não foi intensa na maioria dos grupos, apresentando-se pouco 

frequente e de baixa intensidade. Os indivíduos expostos à concentração de 

8,1 µM de BAP nos períodos de 12, 24 e 96 horas e em 8,1 µM de NAP em 48 

horas e 0,9 µM de NAP em 96 horas apresentaram forte coloração em algumas 

células pilares (Figura 18A).  

As células epiteliais dos grupos 8,1 µM de BAP e 8,1 µM de NAP, no 

período de 24 horas, apresentaram forte coloração e significativa em relação 

aos demais grupos. Escassas células epiteliais em outros grupos expostos ao 
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BAP e à concentração de 8,1 µM de NAP coraram no maior período de 96 

horas, apesar desta alteração não ser significativa.  

A coloração por azul de bromofenol não revelou qualquer relação entre 

freqüência e intensidade de coloração de células sangüíneas das brânquias em 

relação ao período de exposição. Não houve diferença significativa de 

coloração nestas células entre todos os grupos no período de 12 horas. Neste 

período foram observadas, na maioria dos grupos, escassas células 

sangüíneas coradas moderamente. 

Comparando-se os grupos controle e DMSO não são notadas diferenças 

significativas na ocorrência de proteínas inespecíficas exceto no período de 96 

horas, em que o grupo DMSO apresentou algumas células sangüíneas 

moderadamente coradas. Em 24 horas de exposição foi significativa, em 

relação ao grupo controle, a presença de proteínas inespecíficas detectadas 

pelo método de azul de bromofenol na concentração de 0,9 µM de NAP. Os 

grupos expostos ao BAP apresentaram progressivo aumento na ocorrência de 

proteínas, relacionado à concentração do poluente.  

No período de 48 horas, o grupo em 0,9 µM de NAP e os grupos 

expostos nas maiores concentrações 8,1 µM de NAP e BAP, apresentaram um 

aumento significativo da ocorrência de células sanguíneas coradas por azul de 

bromofenol em comparação ao grupo controle. A ocorrência destas proteínas, 

em células sanguíneas nos grupos 0,9 µM de NAP, 2,7 µM de BAP e 8,1 µM de 

BAP, em 96 horas, foram diferentes do controle, sem haver, no entanto, 

diferença significativa entre eles (Tabela 7).  

Nos cortes de fígado as proteínas inespecíficas foram coradas com 

intensidade forte nos núcleos dos hepatócitos, auxiliando a visualização de 

núcleos picnóticos (Figura 18B). Entretanto, observando-se todos os tipos 

celulares, esta técnica somente revelou diferença significativa em grupos 

isolados (Tabela 7). A diferença apresentada não demonstrou relação com a 

concentração do poluente ou período de exposição.  

Comparando-se todos os grupos entre os diferentes períodos, as células 

sanguíneas do grupo 8,1 µM de NAP, em 48 horas de exposição, 

apresentaram diferenças em comparação aos demais grupos, assim como o 

grupo 0,9 µM de NAP em 96 horas apresentou o endotélio de alguns vasos 
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moderadamente corados e o grupo 8,1 µM de BAP em 24 horas apresentou o 

endotélio de alguns canalículos biliares fracamente corados.  

A técnica de azul alcian não apresentou reação positiva para os 

diferentes tipos celulares de brânquias nos pHs 0.5 e 1.0, somente o tecido 

cartilaginoso corou em todos os grupos e em ambos pHs (Figura 18D). Grupos 

isolados, e sem diferença entre os demais, apresentaram reação positiva e 

moderada ao azul alcian em escassas células de brânquia e fígado (Tabelas 8 

e 9). 

O corante azul alcian em pH 2.5 corou intensamente a cartilagem da 

brânquia dos animais, porém sem diferença significativa entre os grupos e 

períodos experimentais e, de maneira geral, corou moderadamente todos os 

tipos celulares analisados (Figura 18C). Não houve relação entre o padrão de 

coloração das células analisadas e o período de exposição aos poluentes.  

Analisando a reação das células pilares, dentro de cada período 

experimental, também não foram significativas as diferenças entre os grupos 

controle, DMSO e grupos expostos aos contaminantes nos períodos de 12 e 24 

horas. Os indivíduos do grupo controle em água, do período de 48 horas, 

apresentaram muitas células pilares coradas, apesar de serem de intensidade 

moderada, e diferente significativamente de todos os demais grupos neste 

mesmo período experimental. Os grupos controle em 24 e 96 horas 

apresentaram escassas ou nenhuma célula pilar corada por esta técnica 

(Tabela 10). No período de 96 horas os grupos controle, 2,7 µM e 8,1 µM de 

NAP não apresentaram células pilares coradas. Todos os grupos em BAP 

apresentaram o mesmo padrão de coloração sem diferença significativa entre 

os grupos.  

As células epiteliais branquiais mantiveram o mesmo padrão 

apresentando, em média, poucas células coradas e de moderada intensidade 

em todos os grupos nos períodos de 12 e 24 horas, com exceção do grupo 2,7 

µM de NAP que não apresentou nenhuma célula corada (Tabela 10). O grupo 

controle em 48 horas de exposição apresentou elevado número de células 

epiteliais coradas, sendo esta ocorrência significativamente maior em relação à 

maioria dos demais grupos em todos os períodos. Entre os demais grupos do 

período de 48 horas somente a concentração de 2,7 µM de BAP se mostrou 

diferente por não apresentar nenhuma célula corada.  
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No período de 96 horas o grupo controle apresentou escassas células 

epiteliais coradas e sem diferença significativa em comparação aos grupos 

0,9µM de NAP, 2,7 µM de NAP e 2,7 µM de BAP. Os demais grupos não 

apresentaram diferença em relação ao controle DMSO. Houve uma tendência 

ao aumento de freqüência de células coradas relacionado às concentrações de 

NAP nos períodos de 12 e 96 horas e de BAP nos períodos de 24 e 48 horas.  

As células sangüíneas das brânquias dos peixes em todos os grupos, 

apesar de apresentarem elevada ocorrência de células coradas por azul alcian 

pH 2.5, não mostraram diferenças significativas entre as diferentes 

concentrações dos grupos em um mesmo período de exposição ou diferentes 

períodos de exposição. O mesmo resultado foi observado nas células de cloro 

e células mucosas das brânquias. Para estes dois tipos celulares houve uma 

grande variação de freqüência de células coradas. Houve muitos grupos sem 

resposta à técnica e também muitos grupos com alguma resposta, porém, 

quando comparados, não apresentam relação com o período de exposição ou 

a concentração de poluente. 

Poucos grupos apresentaram o endotélio de vasos sanguíneos corados, 

foram somente células escassas e em fraca intensidade, sem diferença 

significativa entre os grupos. Os grupos controle 12 horas, 0,9 µM de NAP 24 

horas, 0,9 µM de BAP 48 horas e 8,1 µM de NAP e 2,7 µM de BAP em 96 

horas, apresentaram coloração significativa no citoplasma dos hepatócitos em 

relação aos seus grupos controle.  

Nos grupos controle foram observadas colorações de fraca intensidade 

no citoplasma de todos os hepatócitos. Não foram observadas colorações nas 

células do endotélio de canalículos biliares, células acinares pancreáticas e 

endotélio dos sinusóides nas secções de fígado observadas no pH 2.5 (Figura 

18E, Tabela 10). 

As células sanguíneas do fígado de alguns grupos coraram 

moderadamente, apresentando diferença significativa em relação aos demais. 

No entanto, não houve relação com o poluente ou com o período de exposição. 

A coloração do citoplasma dos hepatócitos também não revelou diferença 

significativa entre os grupos expostos aos poluentes e os grupos controles. 

O método histoquímico do PAS foi utilizado para observar células 

mucosas de brânquias e citoplasma dos hepatócitos. Por ser mais específica 
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ao glicogênio, a técnica do Carmin the best foi empregada somente para 

observação do citoplasma dos hepatócitos (Tabela 11).  

Nas secções de brânquias (Figuras 18F e 18G), a técnica PAS se 

revelou positiva em muitas células mucosas dos grupos controles nos 

diferentes períodos experimentais, exceto no grupo em 96 horas que 

apresentou resposta negativa à técnica.  

No período de 12 horas, não foram observadas coradas por PAS as 

células mucosas nas concentrações de 0,9 µM e 8,1 µM de NAP e 2,7 µM e 8,1 

µM de BAP. Os demais grupos não apresentaram diferença significativa em 

relação aos grupos controle. Em 24 horas de exposição houve uma redução de 

ocorrência de células mucosas positivas ao PAS nas duas maiores 

concentrações de NAP.  

Os grupos expostos ao BAP não apresentaram resposta positivas à 

técnica nas duas concentrações mais baixas e a resposta foi semelhante ao 

controle na maior concentração. Em 48 horas a maioria dos grupos não 

apresentaram diferença significativa, com exceção do DMSO e 8,1 µM de BAP 

que não foram positivas ao PAS.  

No período de 96 horas houve uma tendência ao aumento de ocorrência 

e intensidade de coloração em células mucosas de brânquias em praticamente 

todos os grupos quando comparados ao grupo controle. Entretanto, todas as 

concentrações dos poluentes não apresentaram diferença significativa quando 

comparadas entre si. Não ocorreu alteração de resposta positiva ao PAS 

quando se compara uma mesma concentração, para cada um dos poluentes, 

entre os diferentes períodos de exposição de 12 até 96 horas. 

O citoplasma dos hepatócitos revelou coloração intensa segundo a 

técnica de PAS (Figura 18H). Não apresentaram resposta positiva alguns 

grupos, entre eles, os controles dos períodos de 24 e 96 horas. No período de 

12 horas, a maior concentração de NAP e as duas maiores de BAP se 

revelaram diferentes do controle, não apresentando coloração nos hepatócitos. 

Todos os demais grupos deste período não apresentam diferença significativa 

quando comparados entre si.  

No período de 24 horas a maior concentração de ambos os poluentes 

também não apresentaram reações positivas ao PAS no citoplasma dos 

hepatócitos e as concentrações de 2,7 µM de NAP, 0,9 µM de BAP e 2,7 µM de 
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BAP tiveram resposta positiva significativamente mais elevada do que os 

grupos controle e DMSO.  

A exposição durante 48 horas não revelou diferença entre os grupos, 

com exceção à concentração de 8,1 µM de BAP que não foi positiva à técnica. 

Em 96 horas somente os grupos DMSO, 8,1 µM de NAP e 0,9 µM de BAP 

apresentaram algumas células moderadamente coradas.  

Comparando-se os períodos experimentais se nota que, com o aumento 

do tempo de exposição, há uma tendência de aumento da resposta positiva ao 

PAS na maior concentração de NAP. Entretanto, o grupo 8,1 µM de BAP não 

apresentou resposta positiva em nenhum dos períodos de exposição. 

A coloração por Carmin the best no citoplasma dos hepatócitos (Figura 

18I) não apresentou diferença significativa em relação às concentrações 

crescentes de poluentes nos períodos de exposição de 12 e 96 horas. Na 

exposição de 24 horas, entretanto, o grupo controle não apresentou resposta 

positiva se mostrando diferente dos grupos 0,9 µM e 2,7 µM de BAP.  

A concentração de 8,1 µM de BAP revelou escassos hepatócitos com o 

citoplasma suavemente corado por esta técnica, sendo o padrão de coloração 

apresentado semelhante ao revelado pelo grupo DMSO. Não houveram 

diferenças significativas no período de 48 horas entre os grupos controle, 

DMSO, 0,9 µM de NAP e 8,1 µM de BAP. Comparando-se as respostas, de 

uma mesma concentração de poluente, em função dos diferentes períodos 

experimentais, não se nota diferença significativa entre os grupos. 

 

IV.5. Análises imunohistoquímicas 
 

Para a realização do método imunohistoquímico, nos tecidos de 

brânquia e fígado de pampos, foi necessário testar a especificidade dos 

anticorpos. Por haver reação não específica em muitas células de brânquia ao 

se utilizar do anticorpo policlonal, foi escolhido o anticorpo monoclonal para as 

secções de brânquia. O contrário foi verificado nas secções de fígado: as 

células deste tecido não apresentavam resposta positiva ao anticorpo 

monoclonal e por isso foi utilizado o anticorpo policlonal (Figura 19). 

As células mucosas dos grupos 2,7 µM e 8,1 µM de BAP no período de 

96 horas apresentaram algumas células moderada e significativamente 
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coradas em relação aos demais grupos (Tabela 12). Os grupos controles e 

DMSO não apresentaram resposta positiva de reação aos anticorpos 

empregados nos diferentes tipos celulares da brânquia.  

As células de cloro dos diferentes grupos também não apresentaram 

reação positiva aos anticorpos. O período de 96 horas se mostrou diferente dos 

demais apresentando células pilares, epiteliais e sangüíneas com resposta 

intensa em relação aos demais períodos.  

Em células pilares se observa em 12 horas a maior resposta nas duas 

maiores concentrações de NAP e em 24 horas nas duas maiores 

concentrações de BAP. Na exposição de 48 horas houve diferença significativa 

entre os grupos contaminados e os controles. Entretanto, não são reveladas 

diferenças significativas entre os grupos expostos aos poluentes.  

Em 96 horas são registradas as maiores freqüências e intensidades de 

células pilares positivas à técnica. O poluente BAP foi responsável por uma 

maior freqüência de células coradas em relação ao NAP. Entre as diferentes 

concentrações de contaminantes é observada uma tendência ao aumento da 

coloração conforme aumenta a concentração. 

As células epiteliais das brânquias mostraram respostas significativas no 

período de 96 horas, no entanto, não houve relação com a concentração de 

poluente utilizada.  

No período de 12 horas se observa uma maior resposta positiva ao 

anticorpo nas células sanguíneas relacionada ao aumento da concentração de 

NAP. Nos demais períodos, apesar de haver intensidade forte de coloração das 

células sanguíneas em alguns grupos, não houve qualquer relação com a 

concentração de poluente utilizada. A resposta ao anticorpo nas células 

sanguíneas revelou diferenças significativas nos grupos expostos ao BAP em 

comparação ao grupo controle nos períodos de 12, 24, 48 e 96 horas. Ocorre 

uma tendência ao aumento de resposta positiva relacionada à concentração de 

contaminante, apesar de esta não ser significativa. 

Nas secções de fígado somente alguns grupos isolados revelaram 

resposta positiva em células acinares pancreáticas ao anticorpo utilizado 

(Tabela 12). Esta resposta, apesar de não se apresentar em todos os grupos, 

está sempre associada à exposição aos contaminantes e nas concentrações 
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mais altas, com exceção da concentração de 0,9 µM de BAP no período de 96 

horas.  

O mesmo padrão foi observado no endotélio de canalículos biliares 

(Figura 19A). As maiores concentrações desde o período de 12 horas 

revelaram alguma resposta a esta técnica imunohistoquímica no endotélio dos 

canalículos biliares. No entanto, o endotélio do fígado de peixes na 

concentração de 8,1 µM de BAP não apresentou reação específica ao 

anticorpo no período de 96 horas.  

O citoplasma dos hepatócitos não apresentou diferença significativa 

quando comparados os grupos expostos aos poluentes nos períodos de 12, 24 

e 48 horas. No entanto, a exposição de 96 horas apresentou diferença e uma 

tendência ao aumento de ocorrência e intensidade de células coradas na maior 

concentração de BAP.  

O endotélio dos sinusóides dos animais expostos ao BAP apresentou 

resposta intensa ao anticorpo policlonal somente nos períodos de 48 e 96 

horas. No período de 48 horas a reação ao anticorpo foi relacionada à 

concentração de BAP. No período de 96 horas todos os grupos em BAP não 

revelaram diferença significativa entre si.  

As células sangüíneas do fígado apresentaram resultados progressivos 

conforme o período experimental até o período de 48 horas. No período de 96 

horas houve uma redução da resposta em relação ao período de 48 horas, 

porém semelhante ao período de 24 horas. Desde o período de 12 horas as 

células sangüíneas já apresentaram reação positiva significativa nos grupos 

expostos aos poluentes. O grupo em 8,1 µM de BAP apresentou uma maior 

ocorrência e intensidade de células coradas. Em 24 horas, apesar de não 

haver diferença significativa entre as diversas concentrações de um mesmo 

poluente utilizado, o BAP revelou maior ocorrência e intensidade de reação ao 

anticorpo.  

Em 48 e 96 horas, foram reveladas as maiores intensidades de 

coloração e, de maneira geral, parece haver alguma relação entre a resposta e 

a concentração de contaminante. Em alguns grupos de ambos os períodos, 

como no grupo exposto ao NAP em 48 horas e o grupo exposto ao BAP em 96 

horas, ocorre um aumento de freqüência ou intensidade de células sangüíneas 

com reação positiva conforme aumenta a concentração de poluente utilizada. 
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Os grupos expostos ao BAP em 48 horas e ao NAP em 96 horas não 

mostraram diferenças significativas de resposta entre os grupos. 

O endotélio dos vasos sanguíneos no fígado, em resposta ao anticorpo 

empregado no método imunohistoquímico, apresentou um aumento na reação 

positiva ao anticorpo do período de 12 horas até o de 96 horas, principalmente 

nos indivíduos expostos ao BAP. Não houve um aumento de resposta 

conforme o período experimental quando comparados os períodos de 24, 48 e 

96 horas entre os grupos expostos ao BAP.  

 

IV.6. Western blot 
 

A técnica de western blot revelou a presença de proteínas do peso 

molecular de 60KDa nas amostras de grupos de peixes que foram expostos 

aos poluentes (Figura 20). A determinação desta proteína de peso molecular 

conhecido foi possível pela comparação de uma faixa no gel onde foi 

introduzido um padrão de proteínas com pesos conhecidos. Foi, portanto, 

possível verificar a presença ou ausência da enzima CYP1A nas amostras.  

 A eletroforese das proteínas nas diferentes amostras não revelou em 

grupos controle e DMSO a presença da enzima CYP1A, no entanto esta foi 

observada nas amostras de todos os grupos expostos aos contaminantes. A 

figura 21 mostra a eletroforese com diferentes amostras de brânquia e fígado 

do pool de indivíduos expostos ao BAP e NAP. As amostras nas faixas 3, 4, 6 e 

7 correspondem aos grupos controle 12 horas, controle 48 horas, DMSO 12 

horas, DMSO 48 horas e DMSO 96 horas. Os grupos controle e DMSO não 

revelaram a presença de proteínas deste peso molecular nas amostras. 

 
IV.7. Ultramorfologia 
 
A análise de microscopia eletrônica de varredura (MEV) permitiu 

observar algumas alterações na superfície do tecido branquial. Poucas 

alterações foram observadas na superfície do tecido segundo MEV.  

A alteração frequentemente observada foi um inchaço ou espessamento 

da lamela secundária de indivíduos expostos às maiores concentrações de 

benzo(a)pireno (Figura 22), 2,7 µM e 8,1 µM de BAP após 48 e 96 horas de 
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exposição, respectivamente. Nenhuma outra alteração foi observada na 

superfície dos tecidos analisados. 

 

IV.8. Catalase 
 

A atividade da enzima catalase não apresentou nenhum padrão de 

relação com a concentração de poluentes utilizada dentro de um mesmo 

período experimental ou conforme o aumento do período de exposição aos 

poluentes. Alguns grupos apresentaram uma tendência não significativa de 

redução da atividade de catalase em relação ao controle mantido em água 

limpa. 

No período de 12 horas foi observada uma menor atividade de catalase 

na concentração de 0,9 µM de NAP (Figura 23A). No período de 24 horas 

houve uma redução da atividade de catalase na maior concentração de 8,1 µM 

de NAP atingindo este grupo valor médio de 992 U CAT/min.mg de proteína 

(Figura 23B). Alguns grupos apresentaram tendência ao aumento da atividade 

nos dois maiores períodos de exposição, apesar deste aumento não ser 

significativo.  

Em 48 horas a atividade de catalase, na maior concentração de 8,1 µM 

de NAP, apresentou média levemente elevada em relação ao grupo controle. A 

média deste grupo foi de 2372 U CAT/min.mg de proteína enquanto o grupo 

controle apresentou média de 2054 U CAT/min.mg de proteína (Figura 23C). 

No período de 96 horas somente o grupo exposto ao DMSO apresentou média 

de atividade de catalase maior em relação ao controle. Apesar de este 

resultado não ser significativo segundo análise estatística, o grupo DMSO 

apresentou média de 2959 U CAT/min.mg de proteína enquanto a atividade 

média do grupo controle foi de 1358 U CAT/min.mg de proteína (Figura 23D).  

Nas exposições ao benzo(a)pireno por 12 horas, os grupos nas duas 

maiores concentrações de 2,7 µM e 8,1 µM de BAP apresentaram atividade 

moderadamente reduzida em relação ao controle água (Figura 24A). A redução 

de atividade enzimática na maior concentração de BAP também foi observada 

na exposição de 24 horas, apresentando este grupo média de atividade de 

1525 U CAT/min.mg de proteína e o grupo controle em água 2567 U 

CAT/min.mg de proteína (Figura 24B).  
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A atividade em todos os grupos do período de exposição de 48 horas foi 

muito semelhante, não apresentando qualquer tendência de variação em 

relação ao grupo controle (Figura 24C). No maior período de exposição de 96 

horas os grupos DMSO e 0,9 µM de BAP apresentaram médias de atividade 

um pouco mais elevadas em relação ao controle sendo 2958 U CAT/min.mg de 

proteína para o grupo DMSO e 2348 U CAT/min.mg de proteína para o grupo 

0,9 µM de BAP. O grupo controle 96 horas apresentou média de atividade de 

catalase de 1358 U CAT/min.mg de proteína (Figura 24D). 

Quando comparados os grupos controle, é possível observar que a 

atividade média reduz de 2770 em 12 horas para 1360 U CAT/min.mg de 

proteína após 96 horas, ocorrendo portanto, uma tendência à redução de 

atividade de catalase conforme o período experimental. Comparando as 

mesmas condições de exposição, ou seja, entre os grupos DMSO e diferentes 

concentrações de poluentes entre si, nos diferentes períodos, não foram 

observadas diferenças estatísticas entre as médias de atividade mensuradas 

conforme o aumento de período de exposição. 

 

IV.9. Glutationa-S-transferase 
 

Assim como a atividade de catalase, a atividade de glutationa-S-

transferase não revelou diferença significativa entre os grupos de todos os 

períodos experimentais e seus respectivos grupos controle. 

A exposição ao naftaleno por 12 horas revelou uma leve redução, 

apesar de não significativa, na atividade de glutationa na concentração de 0,9 

µM de NAP apresentando média de 8,00 U GST/min.mg de proteína. Os 

grupos expostos a 2,7 µM e 8,1 µM de NAP apresentaram médias de 19,05 e 

19,23 U GST/min.mg de proteína, respectivamente. Estas médias 

demonstraram atividade levemente superior à média do grupo controle de 

15,65 U GST/min.mg de proteína (Figura 25A). A exposição por 24 horas ao 

naftaleno não apresentou qualquer tendência entre os diferentes grupos quanto 

à alteração de atividade da enzima glutationa-S-transferase (Figura 25B).    

Na figura 25C podemos observar que os grupos expostos por 48 horas 

às duas maiores concentrações de naftaleno apresentaram média de atividade 

moderadamente superior à do grupo controle. O grupo controle apresentou 
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média de atividade de 6,60 U GST/min.mg de proteína enquanto os grupos 

expostos aos 2,7 µM e 8,1 µM de NAP apresentaram médias de 10,60 e 13,15 

U GST/min.mg de proteína, respectivamente. A atividade de glutationa nos 

peixes expostos ao NAP após o período de 96 horas apresentou médias 

superiores à do grupo controle, inclusive o grupo DMSO. O grupo controle 

apresentou atividade média de 6,87 U GST/min.mg de proteína e os demais 

grupos apresentaram valores superiores a 9,67 U GST/min.mg de proteína que 

foi a média apresentada pelo grupo em 2,7 µM de NAP.  

A exposição ao benzo(a)pireno não revelou diferença significativa de 

atividade de glutationa-S-transferase em nenhum dos períodos de exposição, 

apesar de ser observada uma tendência à diminuição da sua atividade 

relacionada ao aumento da concentração de BAP após a exposição de 12 

horas (Figura 26A). A maior concentração de 8,1 µM de BAP após a exposição 

de 24 horas também revelou uma atividade média reduzida de 7,50 U 

GST/min.mg de proteína em relação ao grupo controle que apresentou média 

de 10,30 U GST/min.mg de proteína (Figura 26B). 

Após o período de exposição de 48 horas todos os grupos, inclusive o 

grupo em DMSO, apresentaram média de atividade de glutationa elevada em 

relação ao grupo controle no qual foi observada média de 6,60 U GST/min.mg 

de proteína. Apesar de não ser significativo, o resultado dos outros grupos para 

esse período foram superiores a 8,33 U GST/min.mg de proteína, média 

apresentada pelo grupo 2,7 µM de BAP (Figura 26C). A exposição por 96 horas 

mostrou tendência ao aumento da atividade enzimática somente nos grupos 

DMSO e 0,9 µM de BAP em relação ao grupo controle. As médias observadas 

foram de 14,43 e 10,97 U GST/min.mg de proteína para os grupos DMSO e 0,9 

µM de BAP, respectivamente, enquanto a média apresentada pelo grupo 

controle foi de 6,87 U GST/min.mg de proteína (Figura 26D). 

Não houve diferenças significativas, em relação às atividades da enzima, 

entre os grupos expostos por 12 a 96 horas nas mesmas concentrações de 

poluentes.  



Discussão____________________________________________________________ 
 

53 

 
 
  
 
 

V. Discussão 

 

As atividades humanas têm provocado, ao longo dos anos, grandes 

impactos ambientais. O crescente desenvolvimento industrial, urbano e 

agrícola tem levado a um aumento considerável da produção de resíduos que 

são dispostos no ambiente, expondo os seres vivos a ações de numerosos 

agentes potencialmente tóxicos, que podem provocar efeitos fisiológicos, 

bioquímicos, patológicos e genéticos (ARNAIZ, 1995). 

A vantagem de utilizar peixes para a avaliação da toxicidade de 

diferentes substâncias é a facilidade com a qual os teleósteos, especialmente 

peixes de pequeno porte, podem ser manuseados e expostos a compostos 

químicos tóxicos, em laboratório. Os peixes respondem aos poluentes de 

maneira similar aos vertebrados superiores, portanto, eles podem ser utilizados 

para investigar compostos químicos que têm o potencial de causar efeitos 

teratogênicos e carcinogênicos em seres humanos (AL-SABTI; METCALFE, 

1995). 

Os critérios de escolha das espécies mais adequadas para testes 

ecotoxicológicos são: o conhecimento da biologia da espécie como os 

mecanismos de reprodução, ciclo de vida, metabolismo, alimentação, 

comportamento e sensibilidade a fatores bióticos e abióticos. As espécies 

também devem ter ampla ocorrência, distribuição e abundância. Devem ser de 

fácil manuseio e coleta, apresentar respostas claras, estarem disponível ao 

longo do ano, ter importância ecológica e econômica e homogeneidade tanto 

morfológica quanto fisiológica dos organismos. Os testes utilizados com os 

organismos devem ser de fácil realização, não onerosos e que necessitem de 

poucos equipamentos (ZAMBONI, 1993; MASTROTI, 1997). 
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O naftaleno e o benzo(a)pireno têm importantes diferenças estruturais e 

moleculares – NAP possui 2 anéis de benzeno e BAP possui 5 – determinantes 

dos seus efeitos biológicos. HPAs de baixo peso molecular, com dois ou três 

anéis de benzeno, possuem em geral menor portencial tóxico do que HPAs de 

alto peso molecular, com quatro ou mais anéis, mas a sua solubilidade, e como 

resultado, sua biodisponibilidade, é usualmente muito maior (GESTO et al., 

2009). NAP e BAP possuem efeitos genotóxicos e carcinogênicos (BAGCHI et 

al., 1998; REYNAUD; DESCHAUX, 2006) e podem induzir estresse oxidativo 

causando a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) (BAGCHI et al., 

2002). 

As respostas biológicas a contaminantes ambientais podem se 

manifestar em vários níveis de organização, desde o molecular, no qual a 

integridade genética e os processos subcelulares são avaliados, até o 

ecossistêmico, no qual a dinâmica e estrutura das cadeias alimentares podem 

ser afetadas (ADAMS et al., 1990). 

Agentes físicos, como por exemplo, a radiação solar, raios-X, e uma 

variedade de compostos químicos, como os diversos poluentes orgânicos e 

inorgânicos, podem causar danos ao DNA de células vivas. Caso estas lesões 

ao DNA não sejam reparadas elas podem iniciar uma cascata de 

conseqüências biológicas ao nível celular, dos órgãos, o animal por inteiro e 

finalmente ao nível de população e comunidade (LEE; STEINERT, 2003).  

Cinco peixes por grupo foram utilizados para estudar os efeitos dos 

poluentes orgânicos como resultado do balanço entre os requesitos estatísticos 

e o menor número de animais sacrificados necessários para atingir os objetivos 

propostos. Este número amostral para estudos em peixes é recomendado por 

inúmeros pesquisadores (AHMAD et al., 2005).  

No ensaio cometa, para a interpretação dos resultados, o “cometa” é 

dividido em duas partes: cabeça e cauda. Assim, células sem ou com pouco 

dano no DNA, após a eletroforese, tornam-se cometas sem cauda e o material 

genético tem formato arredondado, permanecendo similares aos nucleóides, 

enquanto células com mais danos apresentam caudas maiores e o material 

genético mais disperso, como um cometa. As vantagens do ensaio cometa 
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incluem a rapidez e simplicidade de execução, a análise dos dados ao nível de 

células individuais, o uso de pequena quantidade de células e sua 

aplicabilidade a praticamente qualquer população de células de organismos 

eucariotos. 

A eletroforese é a parte crucial do teste, pois pode modular a quantidade 

do DNA na cauda de cada cometa. Baseando-se em outros testes do 

laboratório com peixes como o robalo (DI PAOLO, 2006) e peixes antárticos 

(GOMES et al., dados não publicados), foram pré-selecionadas, para 

adaptação da metodologia do ensaio cometa para eritrócitos de pampos, as 

voltagens de 0,72, 0,80 e 0,88 V/cm. 

A presença de cometas muito arredondados após a eletroforese de 0,72 

V/cm pode indicar baixa voltagem, não suficiente para formar cometas 

conforme o dano ao DNA. Quanto maior a voltagem utilizada, o DNA das 

células pode ser carregado pela corrente o que induz cometas maiores. 

Cometas com caudas muito extensas foram observados na voltagem de 0,88 

V/cm.  

Acredita-se que a capacidade que o DNA tem de migrar é função tanto 

do tamanho dos seus fragmentos como da quantidade de extremidades livres 

(quebras, por exemplo) que, mesmo ligadas a segmentos maiores, migram 

numa distância pequena do corpo do cometa. O tamanho da cauda 

inicialmente aumenta de maneira proporcional à quantidade de danos, mas a 

migração máxima é determinada pelas condições da eletroforese, não pelo 

tamanho dos fragmentos. A cauda em relação ao corpo do cometa fornece 

informações sobre a quantidade de quebras do DNA. Assim, pode-se avaliar o 

dano genético tanto através da medida do comprimento da cauda do cometa 

como pela quantidade de DNA presente, estando ambas relacionadas com as 

doses de exposição (SINGH et al., 1988; FAIRBAIRN et al., 1995). 

O benzo(a)pireno é considerado genotóxico, mutagênico, carcinogênico 

e teratogênico para muitas espécies (AL-SABTI, 1986; METCALFE, 1988; 

ANNAS et al., 2000). A genotoxicidade do naftaleno é questionável, apesar de 

terem sido observadas algumas alterações genotóxicas induzidas por este HPA 

em peixes (PACHECO; SANTOS, 2001; GRAVATO; SANTOS, 2002a; TELES 
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et al., 2003). Muitos estudos reportam a toxicidade do naftaleno, entretanto, 

poucos trabalhos estudaram a genotoxicidade deste composto (GRAVATO; 

SANTOS, 2002a). Concentrações de 0,005 a 66.000 µg/mL são detectadas em 

ambientes aquáticos segundo a ATSDR (1995). Sturchio e colaboradores 

(2006) detectaram a genotoxicidade de amostras de solo contendo NAP 

segundo o ensaio cometa e teste de micronúcleo em células de raízes de uma 

planta leguminosa. Pacheco e Santos (2002) não constataram potencial 

genotóxico de NAP em exposições de longo prazo, de 3 a 9 dias, e 

recomendaram estudos de toxicidade/genotoxicidade desta substância com 

duração inferior a 3 dias para aferir tal potencial em peixes.  

A coloração por prata para análise de cometas é utilizada como uma boa 

alternativa e demonstra alta sensibilidade para o ensaio cometa, ao invés da 

técnica tradicionalmente usada com brometo de etídio. Algumas vantagens 

são: a análise é feita em microscópio óptico comum, o método apresenta baixo 

custo, o composto utilizado é menos tóxico para o manipulador e a coloração 

do material mantém-se estável por período prolongado (NADIN et al., 2001).  

A maioria dos programas de análise de imagem, disponíveis para 

análise de cometas, foram desenvolvidos para a coloração com compostos 

fluorescentes como o brometo de etídio. O desenvolvimento de novos 

protocolos de coloração ofereceu novas oportunidades para desenvolvimento 

do ensaio cometa sem a necessidade da utilização de microscópios 

fluorescentes (GARCIA et al., 2007). Os mesmos autores modificaram o 

protocolo de coloração por prata para obter um bom contraste entre a cabeça e 

a cauda do cometa. As adaptações da metodologia de coloração, como 

modificação do tempo de coloração também adaptado neste estudo, 

possibilitaram o reconhecimento pelos softwares das duas partes do cometa 

para mensuração dos diferentes parâmetros como porcentagem de DNA na 

cabeça e cauda, momento de cauda, momento de Olive e comprimento da 

cauda.  

A análise de dano genotóxico utilizando o parâmetro de momento de 

cauda e comprimento de cauda são as mais comumente relatadas por diversos 

autores, mas também é recomendada a análise de porcentagem de DNA na 



Discussão____________________________________________________________ 
 

57 

cauda. A porcentagem de DNA na cauda dos cometas é considerada eficiente 

para a análise, pois apresenta maior amplitude de detecção que o comprimento 

da cauda, ou seja, pode continuar a aumentar mesmo depois que o 

comprimento da cauda atinge o seu valor máximo (OLIVE et al., 1990). A 

porcentagem de DNA fornece uma clara indicação da aparência dos cometas 

além de estar linearmente relacionada com a freqüência de quebra do DNA 

(HARTMANN et al., 2003). 

O momento de cauda é um parâmetro calculado pela maioria dos 

softwares de análise de imagem disponíveis para avaliação do ensaio cometa. 

Esta avaliação não se restringe a cometas com morfologia regular e bordas 

contíguas e, portanto, trata-se de um parâmetro robusto para análise (KENT et 

al., 1995).  

As condições da técnica foram adaptadas, inclusive o tempo de 

relaxamento das moléculas de DNA. Quanto maior o tempo de exposição à 

solução alcalina (pH > 13), maior será o relaxamento e a expressão de sítios 

álcali-lábeis do DNA. A adequação do ensaio é necessária para que um 

mínimo de DNA migre da cabeça para a cauda do cometa nos controles em 

PBS e nas menores concentrações de peróxido de hidrogênio. Conforme 

recomendado por Tice e colaboradores (2000), é necessário o estabelecimento 

de condições ótimas de eletroforese de tal modo que cometas de controles 

apresentem mínima migração, facilitando que as informações geradas 

possibilitem a avaliação de variabilidade entre experimentos de um laboratório. 

O peróxido de hidrogênio é comumente utilizado como substância 

genotóxica padrão em exposições in vitro. As exposições in vitro ao peróxido 

de hidrogênio nos permitem definir o protocolo ideal a ser aplicado ao ensaio 

cometa de eritrócitos de pampos. Esta substância provoca danos oxidativos ao 

DNA, que compreendem danos a bases e grupos de açúcar-fosfato; e quebras 

de fita dupla e de fita simples. A exposição do DNA a estresse oxidativo leva a 

mais de 20 tipos de danos de bases de nitrogênio (SLUPPHAUG et al., 2003). 

Os resultados obtidos permitiram definir como adequados, para a 

avaliação do potencial genotóxico de NAP e BAP em T. carolinus nas 

condições experimentais testadas, um tempo de relaxamento de 10 minutos e 
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eletroforese de 0,80 volts por centímetro durante 20 minutos. A coloração por 

prata, baseada no método descrito por García e colaboradores (2004), também 

se mostrou eficaz para a análise do dano provocado no DNA dos cometas de 

eritrócitos.  

O grupo exposto ao DMSO, após o maior período de exposição de 96 

horas, apresenta maior dano no DNA em relação ao controle, apesar de este 

não ser significativo segundo análise do momento de cauda. O aumento do 

momento de cauda neste grupo indica uma ação prejudicial nas células do 

composto utilizado como solvente, devido à exposição prolongada. Outros 

trabalhos realizados no laboratório com o emprego de DMSO como solvente 

também revelaram danos ao material genético de robalos da espécie 

Centropomus parallelus expostos a este solvente (DI PAOLO, 2006). O 

momento de cauda dos cometas de algas Dunaliella tertiolecta expostas ao 

DMSO foi significativamente mais alto que o momento de cauda dos controles 

nas exposições mais longas realizadas por Ussami (2007). Apesar de conferir 

algum efeito genotóxico aos eritrócitos, diversos estudos de genotoxicidade 

utilizaram o DMSO como solvente de compostos derivados de petróleo e não 

observaram genotoxicidade devido à utilização deste composto (NIGRO et al., 

2002; PACHECO; SANTOS, 2002; GRAVATO; SANTOS, 2002a; 2002b; 

TELES et al., 2003; 2004; AHMAD et al., 2006; GRAVATO et al., 2006). 

Gravato e Santos (2002b) reportaram que o DMSO dissolvido em água 

em concentração de 0,0014%, concentração semelhante à utilizada neste 

trabalho, não possui efeitos citogenotóxicos ou tóxicos em peixes da espécie 

Dicentrarchus labrax. Devido a resultados que evidenciam a ausência de 

toxicidade do DMSO, muitos autores passaram a utilizar grupos controle 

sempre expostos a este solvente, sem comparar os resultados com um grupo 

controle em água limpa como, por exemplo, os trabalhos de Gravato e Santos 

(2002a; 2002b) e Teles e colaboradores (2003). Os resultados obtidos neste 

estudo, sobre os efeitos do DMSO, segundo a análise realizada com diferentes 

biomarcadores, indica que são necessários estudos sobre a toxicidade deste 

composto nas diferentes espécies de peixes. Apesar de muitos resultados não 

serem significativos, o DMSO pode ser o responsável por alterações em 

processos biológicos de T. carolinus.   
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A maior concentração de NAP de 8,1 µM foi a única que revelou ser 

genotóxica para os pampos e a partir de curtos períodos de exposição, como o 

de 12 horas. A genotoxicidade conferida pelo composto pode estar relacionada 

com o baixo peso molecular do poluente que entra mais facilmente nas células, 

causando dano ao DNA. 

O parâmetro do momento de cauda, ou tail moment, revelou ser mais 

sensível para avaliação da genotoxicidade do BAP nos eritrócitos, conferindo 

resultados significativos de dano desde a menor concentração utilizada de 0,9 

µM. O BAP causou dano significativo ao DNA das células a partir do período de 

24 horas. Provavelmente a concentração de BAP empregada tenha sido 

elevada para a espécie e por isso o grau de dano detectado foi, de maneira 

geral, alto em todas as concentrações utilizadas não revelando diferenças 

significativas quando comparadas as diferentes concentrações. Gravato e 

Santos (2002a) também observaram efeitos tóxicos e mutagênicos em peixes 

da espécie Dicentrarchus labrax quando testadas concentrações entre 0,1 µM 

e 2,7 µM de BAP e em curtos períodos de exposição de 2 a até 8 horas. 

Cinqüenta porcento do dano no DNA revelado pelo ensaio cometa pode 

ser eficientemente repado em 15 minutos e completamente reparado em cerca 

de uma a duas horas (SINGH et al., 1994). Devido ao eficiente mecanismo de 

reparo do DNA, as lesões detectadas pelo ensaio cometa não são 

permanentes. Muitos estudos utilizam a análise de dano ao DNA através do 

ensaio cometa junto com o teste de micronúcleos para avaliação de efeitos 

genotóxicos utilizando peixes como bioindicadores (BELPAEME et al., 1996). O 

teste de micronúcleos é uma técnica relativamente simples que detecta o 

resultado de quebras cromossômicas e é utilizado para avaliar o efeito 

citogenotóxico e, principalmente, mutagênico de compostos químicos. 

Micronúcleos são formados, durante a divisão celular, pela condensação de 

fragmentos de cromossomos ou cromossomos inteiros que não são incluídos 

no núcleo principal (AL-SABTI; METCALFE, 1995).  

Buschini e colaboradores (2004) observaram um aumento na freqüência 

de micronúcleos em carpas da espécie Cyprinus carpio em função do aumento 

do tempo de exposição dos peixes em águas tratadas com desinfetantes para 
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potabilidade. Em estudos realizados por Vanzella e colaboradores (2007) as 

maiores freqüências de micronúcleos foram observadas após períodos de 

exposição de 24 e 96 horas. Considerando o ciclo celular dos peixes, os 

mesmos autores recomendaram estudos do potencial mutagênico de poluentes 

em períodos de 24 horas, pois neste perído as lesões celulares que ocorrem 

não serão mais reparadas, apresentando estas, portanto, micronúcleos.  

A freqüência de micronúcleos em exposições subcrônicas e crônicas de 

peixes a poluentes tende a diminuir após períodos de 15 ou 21 dias 

(CAMPANA et al., 1999; LEMOS et al., 2001; ÇAVAS; ERGENE-GOZUKARA, 

2005). Após períodos prolongados de exposição a substâncias tóxicas, alta 

proporção de células apoptóticas são reportadas em peixes expostos a 

efluentes de indústrias de refinaria de petróleo (FRENZILLI et al., 2004) e 

ocorre a contínua renovação de eritrócitos, eliminando rapidamente as células 

danificadas do organismo (FLORA et al., 1993). 

Embora originalmente desenvolvido para aplicação em mamíferos, o 

método foi posteriormente modificado para utilização em peixes por Hooftman 

e de Raat (1982). Estudos foram realizados com diferentes espécies de peixes 

como, Anguilla Anguilla (PACHECO; SANTOS, 1997; 2001), Dicentrarchus 

labrax (GRAVATO; SANTOS, 2002a) e Oncorhynchus mykiss (AYLLON; 

GARCIA VAZQUEZ, 2001). 

Uma de suas vantagens é que ele pode ser aplicado a qualquer 

população de célula proliferativa e uma vez que os eritrócitos dos teleósteos 

são nucleados, estas células têm sido muito utilizadas como material para este 

ensaio. Além dos micronúcleos, alguns autores observam também outras 

anormalidades nucleares eritrocitárias para avaliar efeitos de exposição a 

poluentes. Em peixes, há vários tipos de lesões nucleares cuja origem ainda 

não foi compreendida. Basicamente, elas foram classificadas como reniformes, 

lobadas e segmentadas, em adição ao micronúcleo típico.  

A anormalidade nuclear eritrocitária mais freqüentemente observada 

neste estudo, do tipo reniforme, e a menos freqüente em pampos, do tipo 

segmentada, também foram observadas nos estudos de monitoramento 
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ambiental realizado na Antártica por nosso grupo (PHAN et al., 2007; Campos, 

2007). 

Diversos estudos descreveram a presença de anormalidades nucleares, 

além do micronúcleo, em células de peixes expostos a substâncias genotóxicas 

e mutagênicas (CARRASCO et al., 1990; PACHECO; SANTOS, 1996; 

GRAVATO; SANTOS, 2002a). A contagem destas anormalidades nucleares 

passaram a ser utilizadas para complementar a contagem de micronúcleos em 

estudos de mutagenicidade (ÇAVAS; ERGENE-GOZUKARA, 2005). Embora 

os mecanismos envolvidos na formação dessas anormalidades não estejam 

completamente compreendidos, vários trabalhos indicam a sua indução em 

resposta à exposição a agentes genotóxicos. Ayllon e Garcia-Vazquez (2000) 

observaram anormalidades eritrocitárias em Phoxinus phoxinus após 

tratamento com colchicina, mitomycin-C e ciclofosfamida. O teste de 

micronúcleos também foi amplamente utilizado para estudos de 

toxicidade/mutagenicidade em diversas espécies de peixes como, por exemplo: 

Phoxinus phoxinus (AYLLON; GARCIA-VAZQUEZ, 2000), Oncorhynchus 

mykiss (AYLLON; GARCIA-VAZQUEZ, 2001), Anguilla Anguilla (PACHECO; 

SANTOS; 2002), Dicentrarchus labrax (GRAVATO; SANTOS, 2002a), Cyprinus 

carpio (BUSCHINI et al., 2004), Trematomus newnesi (PHAN et al., 2007), 

Prochilodus lineatus (VANZELLA et al., 2007) e Oreochromis niloticus 

(HOSHINA et al., 2008).  

Muitos trabalhos relataram a indução de micronúcleos e de 

anormalidades nucleares eritrocitárias por HPAs em peixes. Alguns agentes 

mutagênicos-clastogênicos reconhecidamente induzem a formação de 

micronúcleos como benzo(a)pireno, mitomycin C, DDTs e PCBs, mercúrio e 

outros (METCALFE, 1988; CARRASCO et al., 1990; WILLIANS; METCLAFE, 

1992; AL-SABTI, 1994).  

Neste estudo, assim como os resultados de citogenotoxicidade obtidos 

no ensaio cometa, além do BAP, composto reconhecidamente mutagênico, o 

NAP causou a formação de micronúcleos, demonstrando ser mutagênico para 

a espécie Trachinotus carolinus. O NAP, na maior concentração utilizada, 

causou a formação significativa de micronúcleos nos eritrócitos desde o menor 
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período de exposição de 12 horas. Conforme o maior período de exposição, 

aumentam as freqüências de anormalidades nucleares eritrocitárias 

observadas, evidenciando a atuação do composto como mutagênico 

dependendo da concentração e do período de exposição. 

A alta mutagenicidade do BAP foi constatada pelas maiores freqüências 

de micronúcleos e anormalidades nucleares eritrocitárias desde curtos 

períodos de exposição aumentando significativamente até o período de 96 

horas. Assim como o NAP, a exposição ao BAP provocou alterações 

cromossômicas relacionadas com o período de exposição. 

As alterações morfológicas nos tecidos de brânquias e fígados dos 

peixes demonstram ser um excelente biomarcador dos efeitos dos 

contaminantes e períodos de exposição aos mesmos. Foi identificada uma 

grande variedade de lesões nos peixes, principalmente naqueles expostos aos 

poluentes, porém, nem todos os danos provocados nos tecidos se mostraram 

severos.  

A diferença significativa de alterações morfológicas entre os grupos 

controle e DMSO revelou que, apesar de não serem lesões severas e 

ocorrerem em baixa intensidade, o DMSO pode causar pequenas alterações 

nos tecidos de T. carolinus.  

A presença de parasitas mesmo em grupos controle e DMSO demonstra 

a ocorrência destes organismos nos animais selvagens e a exposição ao 

poluente revela um aumento da susceptibilidade à esta infestação, proporcional 

ao período das exposições. Nas maiores concentrações de poluente ocorre um 

aumento da infestação por parasitas, a partir de 24 horas de exposição. No 

maior período de exposição, todas as concentrações de poluentes e o grupo 

DMSO, apresentam brânquias infestadas por parasitas, evidenciando 

novamente, o possível efeito do tempo de exposição e do DMSO. A exposição 

de peixes a poluentes causa a diminuição na atividade fagocitária celular e 

suprime o sistema imunológico, aumentando significativamente a abundância e 

prevalência de ectoparasitas (MOLES; WADE, 2001). Schreck (1996) observou 

que a exposição crônica a contaminantes resulta em uma excessiva secreção 

de muco, o que também ocorreu neste estudo, provendo um habitat adequado 
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para a reprodução de parasitas e provavelmente suprimindo a resposta imune 

simultaneamente. 

Khan (2004) observou o aumento em ocorrência e abundância de 

parasitas em peixes associado a longos períodos de exposição a poluentes em 

ambientes contaminados, coincidindo com o aumento de alterações 

patológicas nos tecidos de peixes. Este autor relatou que existe uma forte 

evidência de que mudanças na infestação por parasitas nos tecidos podem ser 

usadas como um biomarcador adicional para observação de efeitos 

relacionados ao estresse em peixes expostos a contaminantes. 

O período de exposição aos contaminantes foi determinante, de maneira 

geral, na intensidade e severidade das lesões observadas nos pampos. A 

exposição por tempos maiores aos poluentes é responsável pelo aumento da 

severidade ou ocorrência de patologias nos tecidos principalmente com o 

aparecimento de lesões severas como a necrose de tecido branquial.  

Alterações leves nos tecidos, proporcionais em intensidade e ocorrência 

à concentração do poluente e do tempo experimental, podem ser consideradas 

medidas compensatórias nos tecidos dos organismos para minimizar o contato 

direto com o poluente. O deslocamento de células epiteliais é conhecido como 

um mecanismo de defesa que aumenta a distância entre o sangue e a água 

contaminada (SCHWAIGER et al., 2004). Outros mecanismos de defesa para 

redução da área superficial em contato com os poluentes foram observados 

proporcionalmente ao aumento da concentração e tempo de exposição como a 

hiperplasia do epitélio respiratório e a fusão de lamelas secundárias. Apesar 

dessas alterações não serem respostas específicas de exposição a poluentes 

orgânicos (SCHWAIGER et al., 1997; MARTINEZ et al., 2004), podem afetar a 

saúde do animal por causar também uma redução nas trocas gasosas devido à 

redução da área superficial. 

O BAP se revelou prejudicial aos organismos conferindo maior 

ocorrência de necrose no tecido branquial dos indivíduos no maior período de 

exposição. A necrose é um efeito tóxico direto do poluente ao organismo que 

leva a degeneração celular, ao contrário de outras histopatologias 

consideradas como um efeito compensatório (MALLATT, 1985; BHAGWANT; 
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ELAHEE, 2002). Alterações degenerativas em brânquias e fígados de peixes 

estão fortemente relacionadas com exposição a hidrocarbonetos derivados de 

petróleo (MYERS et al., 1987) e são reconhecidas como biomarcadores 

sensíveis de exposição a contaminantes (HINTON; LAUREN, 1990). Ortiz-

Delgado e Sarasquete (2004) constataram alterações degenerativas como 

picnose nuclear, vacualização e necrose em tecidos de larvas de Sparus aurata 

tratadas com BAP. Larvas da mesma espécie expostas a concentrações de 

BAP de 0,56 e 1,0 µg l-1 apresentaram várias desordens histopatológicas, as 

quais aumentaram progressivamente durante o desenvolvimento larval. 

Apesar de não ser progressivo em relação ao período de exposição, o 

NAP mostrou um dano intenso nas brânquias dos animais desde o período de 

24 horas. Provavelmente as alterações causadas nos tecidos estão 

relacionadas com o baixo peso molecular da substância em comparação ao 

BAP possuindo, portanto, maior facilidade de ultrapassar as membranas 

celulares e causar danos precocemente. 

Estudos realizados com brânquias de Prochilodus lineatus expostos a 

fração de diesel solúvel em água demonstraram a ocorrência de diversificadas 

alterações histopatológicas (SIMONATO et al., 2008). Algumas dessas 

alterações foram consideradas adaptativas, uma vez que estas protegem o 

organismo da entrada de xenobióticos. Aneurisma, entretanto, representa uma 

lesão que resulta da ruptura de células pilares e, portanto, corresponde a um 

efeito deletério no tecido branquial. Khan (2000) também encontrou hiperplasia 

lamelar e interlamelar e deslocamento epitelial nas brânquias de linguados 

coletados próximos a uma refinaria de petróleo. Este autor sugeriu que as 

lesões encontradas estavam relacionadas com derrames de óleo. Devido à 

presença de poluentes orgânicos, o mesmo autor observou nas brânquias 

alterações como hiperplasia e hipertrofia do epitélio lamelar resultando em 

fusão e aumento na produção de muco. 

As lesões severas em fígado de pampos no maior período de exposição 

também refletem o efeito das exposições crônicas aos poluentes nas 

alterações provocadas nos tecidos. A presença de leucócitos em muitos 

animais expostos a poluentes claramente indica uma reação inflamatória, 
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refletindo uma resposta imunológica de peixes aos contaminantes (TAO et al., 

2000). 

Numerosos linfócitos e leucócitos observados ao redor de vasos 

sangüíneos no fígado, além de diversas alterações degenerativas em 

hepatócitos caracterizaram a hepatite em muitos indivíduos expostos aos 

contaminantes. A hepatite se revelou extremamente associada à concentração 

de poluente com danos progressivos e proporcionais ao aumento da dose e 

tempo de exposição. A cirrose, resultante de proliferação de tecido conectivo 

no estroma, foi observada principalmente nos tecidos de peixes expostos às 

maiores concentrações de NAP e BAP e no maior período de 96 horas. A 

presença dessas lesões, hepatite e cirrose hepática, caracterizou a toxicidade 

dos poluentes nas maiores concentrações e após a exposição mais 

prolongada. Resultados de estudos histopatológicos em peixes selvagens 

demonstraram uma boa relação entre exposição crônica e subletal a HPAs e a 

ocorrência de tumores no fígado e outras lesões neoplásicas neste órgão 

(MYERS et al., 1987; 1988; SCHIEWE et al., 1991; ARCAND; METCALFE, 

1995). 

O presente estudo, entretanto, avaliou os efeitos de exposições agudas 

e altas doses de poluentes. As alterações histopatológicas no tecido do fígado 

aparentam ser de natureza não específica. Alterações hepáticas similares 

foram reportadas em tratamentos agudos de peixes com vários tipos de 

estressores incluindo exposição a pesticidas (BHATTACHARYA et al., 1975; 

WALSH; RIBELIN, 1975; DUTTA et al., 1993), variações de temperatura 

(BRAUNBECK et al., 1987), inanição (SEGNER et al., 1994) ou nutrição 

inadequada (DEPLANO et al., 1989; BRAUNBECK; SEGNER, 1992). Estas 

alterações inespecíficas podem resultar parcialmente de estresse relacionado 

às alterações na circulação ou metabolismo, porém, alguns fatores específicos 

de exposição a HPAs e sua bioativação podem estar envolvidos (ORTIZ-

DELGADO et al., 2007). 

O fígado pode ser considerado órgão-alvo e de grande importância para 

os peixes, devido à sua participação nos processos de transformação e 

excreção de xenobióticos. Portanto, o fígado pode ser estudado em 
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monitoramentos ambientais devido à sua alta sensibilidade a contaminantes 

(THOPHON et al., 2003). Alterações em sua estrutura podem ser significativas 

na avaliação da saúde de peixes (MYERS et al., 1987). 

No estudo de Simonato e colaboradores (2008) os peixes expostos à 

fração solúvel de diesel apresentaram diversas alterações hepáticas como 

aumento no volume celular e nuclear, indicativas de respostas aos agentes 

agressores, uma vez que implicam ativação funcional deste órgão. Outras 

lesões como degeneração celular e nuclear representam lesões que podem 

culminar no compromisso do órgão, correspondendo ao dano no tecido, 

causado pela exposição a xenobióticos. Análise quantitativa de lesões 

hepáticas demonstraram que animais expostos a compostos derivados de 

petróleo apresentam o fígado extremamente afetado por alterações severas. 

As técnicas de histoquímica empregadas revelaram alterações nos 

grupos expostos ao DMSO em relação aos grupos controle em água limpa e 

após todos os períodos de exposição. Apesar de nem sempre serem 

significativas, o grupo em DMSO apresentou diferenças quanto à reação da 

coloração por azul de bromofenol, revelando pequena alteração protéica nas 

células sangüíneas de brânquia de alguns indivíduos.  

O grupo DMSO, em 48 horas de experimento, apresentou redução de 

glicogênio no citoplasma dos hepatócitos e alterações na ocorrência e 

intensidade de células mucosas das brânquias em relação ao grupo controle, 

indicando uma ação levemente tóxica do DMSO nos tecidos dos indivíduos 

neste período. A toxicidade deste diluente pode ser evidenciada pela inibição 

da atividade das células mucosas e o incremento de vacúolos lipídicos no 

mesmo grupo. Apesar de não ser significativo em relação ao grupo controle, o 

acúmulo de lipídios e a diminuição do glicogênio no fígado podem prejudicar as 

atividades metabólicas desempenhadas pelos hepatócitos (SANTOS et al., 

2004). 

O azul alcian pH 2.5 cora mucosubstâncias ácidas e mucinas acéticas. 

Certas quantidades de mucosubstâncias ácidas não fosfatadas ocorrem 

normalmente na parede dos vasos sanguíneos, mas normalmente aumentam 

em regiões de arteriosclerose precoce (BANCROFT; STEVENS, 1982). Neste 
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estudo nenhuma alteração significativa de coloração por azul alcian foi 

detectada e, portanto, nenhuma patologia associada ao tecido revelada por 

esta técnica e provocada pela exposição aos poluentes, seja em relação à 

dose ou período. 

Considerando o tempo de experimento e seus efeitos em grupos 

controle, podemos notar que houve fraca reação ao PAS e Carmin the best nos 

grupos do período de 96 horas para a coloração de células mucosas de 

brânquia e citoplasma dos hepatócitos. Esta redução de reação positiva às 

técnicas no maior período experimental pode indicar um efeito do estresse do 

cativeiro aos organismos com a diminuição de atividade das células mucosas, 

tendo em vista que lesões não foram identificadas segundo análise 

morfológica.  

A partir do menor período de exposição de 12 horas e nas maiores 

concentrações de ambos os poluentes, o citoplasma dos hepatócitos não 

apresentou resposta ao PAS revelando a diminuição do glicogênio no fígado. 

São comumente relatadas proliferações de células mucosas e epiteliais basais 

em brânquias de organismos expostos a poluentes orgânicos (SPIES et al., 

1996), entretanto a alta proporção de células em processo degenerativo 

identificadas neste estudo pode ser a causa de redução de resposta positiva à 

técnica do PAS e Carmin the best nas maiores concentrações de poluentes.  

Os poluentes demonstraram alterar a freqüência de células mucosas de 

brânquias coradas por PAS e Carmin the best e a coloração ou freqüência de 

glicogênio no fígado desde o menor tempo de exposição. Entretanto, conforme 

o aumento do período de exposição aos poluentes não foram reveladas 

diferenças nas freqüências e intensidade de coloração destes tipos celulares. 

Este resultado pode evidenciar a alta toxicidade dos poluentes mesmo em 

exposições de curta duração, ou a utilização de concentrações elevadas para a 

espécie. Desde o período de 24 horas as duas menores concentrações de 

ambos os poluentes revelaram um aumento na ocorrência de glicogênio no 

fígado e de células mucosas de brânquias nos peixes expostos ao NAP. A 

hipersecreção de muco é considerada uma resposta de defesa a 

contaminantes (MALLATT, 1985). As células mucosas contêm mucinas, e 



Discussão____________________________________________________________ 
 

68 

compostos com glicoproteínas que capturam os poluentes e auxiliam a prevenir 

a entrada do composto tóxico no epitélio respiratório (PERRY; LAURENT, 

1993). Apesar de a proliferação de células mucosas ser benéfica para reduzir a 

entrada dos poluentes, aumenta a distância para as trocas gasosas nas 

lamelas secundárias. 

A atividade de CYP1A foi previamente detectada, segundo análise 

imunohistoquímica, em brânquias e fígados de peixes coletados em áreas com 

predominância de compostos com características químicas semelhantes ao 

naftaleno (SPIES et al., 1996) e em estudos realizados com exposição de 

peixes ao BAP (VAN VELD et al., 1997; ORTIZ-DELGADO et al., 2005). Os 

estudos realizados com a espécie T. carolinus corroboram com os realizados 

por Ortiz-Delgado e colaboradores (2005) que observaram em peixes de zona 

de arrebentação expostos em laboratório ao BAP um aumento de reação de 

anticorpos específicos ao citocromo CYP1A, segundo análises 

imunohistoquímicas.  

O método imunohistoquímico tem a vantagem de identificar a indução de 

CYP1A em diferentes tipos celulares de órgãos específicos e essa informação 

pode ser crucial revelando a rota de incorporação, acumulação, distribuição, 

metabolismo e ação tóxica dos compostos poluentes (SARASQUETE; 

SEGNER, 2000). 

Uma clara resposta de indução de CYP1A, determinada pelo método de 

imunohistoquímica, foi observada nos pampos tratados com NAP e BAP. Nem 

sempre houve relação de resposta conforme o tempo de exposição, porém no 

maior período é observada a atividade de CYP1A em praticamente todos os 

tipos celulares de brânquias. Em vasos sangüíneos, principalmente em 

exposição ao BAP, a especificidade revela-se elevada desde os menores 

períodos de exposição assim como no trabalho de Ortiz-Delgado e Sarasquete 

(2004) que identificaram imunoreatividade de CYP1A no sistema vascular 

hepático de larvas de peixes expostas ao BAP. A especificidade 

imunohistoquímica de CYP1A neste estudo foi dose-dependente e evidenciada 

principalmente nos maiores períodos experimentais.  
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A localização e indução de CYP1A em endotélio vascular têm sido 

reportadas para um considerável número de espécies de teleósteos (MILLER 

et al., 1988; STEGEMAN et al., 1991; LINDSTROM-SEPPA et al., 1994; 

HUSOY et al., 1994; SMOLOWITZ et al., 1997; SCHLEZINGER; STEGEMAN, 

2000; ORTIZ-DELGADO et al., 2005). Como em muitos casos o endotélio é um 

tecido reduzido, a imunohistoquímica parece ser uma ferramenta mais 

apropriada do que as medidas bioquímicas ou moleculares de homogenados 

de um tecido inteiro para se estudar resposta específica de CYP1A e a 

revelação do xenobiótico como seu indutor no órgão de estudo. 

Apesar de nem sempre significativa, foi identificada, neste estudo, uma 

relação entre a imunoreatividade de CYP1A e a concentração de poluentes 

dentro de um mesmo período experimental. Em uma revisão sobre o uso de 

CYP1A como biomarcadores de exposição a poluentes em peixes, a indução 

do citocromo foi significativamente relacionada com o nível de contaminação na 

maioria dos estudos na natureza (BUCHELI; FENT, 1995). 

O western blot é uma técnica que confere informações não somente 

sobre a ligação antígeno-anticorpo, mas também sobre a migração em 

eletroforese dos diferentes antígenos em uma amostra. A técnica de western 

blot evidenciou a presença de proteínas com o peso molecular característico de 

CYP1A nos diferentes tecidos dos organismos expostos a ambos os 

contaminantes. Em geral, CYP1A é um biomarcador útil em estudos 

ecotoxicológicos, podendo detectar se um determinado composto xenobiótico 

está biodisponível para os organismos (ANDERSON; FÖRLIN, 1992). 

Em pesquisa bibliográfica realizada não foram encontrados trabalhos 

utilizando imunohistoquímica ou a técnica de western blot como ferramenta de 

investigação dos efeitos de poluentes orgânicos, principalmente, naftaleno e 

benzo(a)pireno em peixes marinhos de zona de arrebentação do Brasil. 

Portanto, o uso de tais ferramentas e sua interpretação em peixes marinhos 

auxiliou na complementação das técnicas utilizadas com a fauna marinha 

brasileira. 

Inicialmente a histologia estava cerceada pela limitada capacidade do 

microscópio ótico para revelar minúcias dos tecidos. O microscópio eletrônico 
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ampliou consideravelmente o campo de estudo da histologia, porque é 

aproximadamente 1000 vezes mais poderoso do que o microscópio ótico. O 

microscópio eletrônico tem alta resolução e as imagens obtidas mostram 

riqueza de detalhes (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999). 

Segundo a análise em MEV o aumento do volume do tecido ou 

inflamação deste, revelou a hipertrofia ou hiperplasia das células do tecido, 

com conseqüente aumento de seu volume ou inflamação. Esta anomalia pode 

representar um conhecido mecanismo de defesa utilizado para redução do 

contato direto do tecido com o meio aquático contaminado (SCHWAIGER et al., 

2004). Apesar de alterações morfológicas no tecido não afetarem a 

homeostase osmo-iônica, podem comprometer as várias funções das 

brânquias e causar distúrbios funcionais nos peixes. 

A determinação da atividade enzimática foi estabelecida como parte do 

diagnóstico clínico há muitas décadas. Em algumas condições patológicas as 

enzimas secretadas podem estar claramente associadas com a sua origem. O 

aumento da atividade de catalase induzida por HPAs foi reportado em 

hepatócitos de trutas por Strmac e colaboradores (2002) e em brânquias de 

enguias Anguilla anguilla expostas por 48 horas à B-naftoflavona por Ahmad e 

colaboradores (2005).  

HPAs têm sido reportados como indutores de estresse oxidativo em 

várias espécies de peixes (ORBEA et al., 2002; REID; MACFARLANE, 2003; 

AMADO et al., 2006; JIFA et al., 2006; GRAVATO; GUILERMINO, 2009). 

Entretanto, os mecanismos de toxicidade e detoxificação de compostos 

derivados de petróleo e HPAs não são completamente compreendidos e muitas 

vezes apresentam efeitos distintos ou até mesmo contraditórios em enzimas 

anti-oxidantes. Por exemplo, foi constatado um aumento na atividade de 

catalase na espécie D. labrax exposta ao BAP (GRAVATO; GUILHERMINO, 

2009) e para a espécie Ictalurus punctatus coletada em região sujeita a 

efluentes de indústria de papel (MATHER-MIHAICH; DI GIULIO, 1991), mas 

não foram observadas alterações em D. labrax exposta ao 3-metilcloranteno 

(3MC) (LEMAIRE et al., 1996).  
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Neste estudo a atividade da enzima catalase nos pampos, apesar de 

não ser significativa, demonstrou uma tendência ao seu decréscimo em alguns 

grupos devido à exposição aos poluentes em relação ao grupo controle. A 

partir de curto período de exposição como o de 12 horas e na menor 

concentração de NAP já se nota esse decréscimo indicando uma leve ação do 

poluente nos processos enzimáticos em baixas dosagens de naftaleno. Um 

efeito contraditório foi observado em aguns grupos expostos ao NAP nos 

maiores períodos de exposição e relacionadas às maiores concentrações do 

poluente. 

O período de exposição só teve influência no grupo controle, indicando 

alterações nos organismos devido ao tempo de confinamento com a redução 

da atividade de catalase conforme o aumento do período. O grupo em DMSO 

após 96 horas de exposição, apesar de não apresentar resposta significativa 

em relação ao grupo controle, revelou elevada atividade enzimática, mais uma 

vez revelando uma possível influência do composto utilizado como solvente 

nos processos biológicos dos pampos. A média de atividade de catalase obtida 

por Salvo (2003) para peixes da espécie Cyprinus carpio foi de 307 U CAT/mg 

de proteína no grupo controle e 238 U CAT/mg de proteína no grupo DMSO. O 

efeito de aumento da atividade enzimática causado pelo DMSO nos peixes 

neste estudo pode revelar as diferenças de respostas características de cada 

espécie. 

A ausência de atividade significativa em enzimas anti-oxidativas, 

incluindo a catalase, também foi observada em S. senegalensis expostas à 

fração solúvel em água de compostos derivados de petróleo (SOLÉ et al., 

2008). As diferenças de resposta enzimática relatada por diversos autores 

pode ser devido à variação de HPAs estudados, que podem responder de 

maneira contraditória, e as diferenças nos mecanismos de toxicidade e 

detoxificação entre diferentes espécies de peixes (VIEIRA et al., 2008). 

Apesar da tendência de redução da atividade de catalase para T. 

carolinus os dados não mostraram diferenças significativas o que implica que, 

nas condições experimentais utilizadas, o NAP e BAP não provocaram 

nenhuma interferência detectável nesta atividade enzimática da espécie.  
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A conjugação da glutationa provavelmente é uma importante rota de 

detoxificação do BAP, pelo menos em algumas espécies, pois uma indução da 

atividade de GST foi observada em peixes expostos a este xenobiótico, 

incluindo as espécies Lateolabrax japonicus (JIFA et al., 2006) e Dicentrarchus 

labrax (GRAVATO; GUILHERMINO, 2009). Entretanto, uma inibição da 

atividade de GST após exposição ao BAP foi encontrada, por exemplo, em 

peixes da espécie Sebasticus marmoratus (WANG et al., 2006). O papel desta 

enzima no processo de detoxificação em peixes merece ser melhor estudado 

comparando as diferentes espécies e diferentes atividades enzimáticas do 

processo de detoxificação.  

Neste estudo, assim como os resultados de determinação da atividade 

de catalase, a atividade de glutationa-S-transferase não revelou diferenças 

significativas entre os grupos em todos os períodos experimentais e seus 

respectivos grupos controle. Somente as maiores concentrações de NAP 

apresentaram uma tendência ao aumento da atividade em relação à do grupo 

controle.  

A indução significativa de GST deveria ser esperada neste estudo 

devido ao seu envolvimento no processo de detoxificação de xenobióticos 

orgânicos, principalmente HPAs. Tais resultados foram demonstrados por 

Teles e colaboradores (2003) em fígado de A. Anguilla, por Ahmad e 

colaboradores (2005) em brânquias de indivíduos da mesma espécie e por 

Vieira e colaboradores (2008) causada por exposição ao BAP em peixes da 

espécie Pomatoschistus microps.  

A exposição ao BAP também não revelou diferença significativa de 

atividade enzimática em nenhum dos períodos de exposição. Os maiores 

períodos de exposição apresentaram tendência ao aumento da atividade 

enzimática em alguns grupos, indicando uma possível indução da enzima de 

biotransformação somente a partir de períodos mais longos de exposição, 

superiores a 48 horas.  

De maneira geral, a maioria dos peixes de água doce produz urina 

abundante e diluída de maneira a osmorregular em um ambiente hipo-

osmótico, enquanto peixes marinhos tendem a produzir pequenas quantidades 
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de urina para conservar água em um ambiente hiperosmótico. As diferenças no 

volume de urina em peixes de água doce e marinhos pode levar à hipótese de 

que peixes de água doce conseguem depurar maiores quantidades de 

xenobióticos simplesmente devido ao volume de urina produzido (SEATON; 

TJEERDEMA, 1996).  

Ao nível bioquímico, Simonato e colaboradores (2008), relataram uma 

ativação de enzimas de biotransformação de fase II em peixes da espécie 

Prochilodus lineatus expostos à fração solúvel em água de diesel, através de 

um aumento de GST tempo-dependente. Os autores também notaram que as 

ocorrências de lesões nas brânquias mais severas que no fígado, poderiam 

levar ao dano funcional de ambos os órgãos, interferindo, portanto diretamente 

nos processos fundamentais para manutenção da homeostase nos peixes. 

(SIMONATO et al., 2008). As análises histopatológicas realizadas neste estudo 

evidenciaram dano severo nos organismos expostos aos poluentes. Os danos 

ao fígado provocados pelos poluentes podem justificar a ausência de diferença 

signficativa nas enzimas de biotransformação analisadas. 

Amado e colaboradores (2006) também não encontraram diferenças 

significativas na atividade enzimática de catalase e GST em peixes da espécie 

Micropogonias furnieri coletados em lugares poluídos e não poluídos do 

estuário da Lagoa dos Patos, no Sul do Brasil. Os outros biomarcadores 

utilizados pelos autores, como o ensaio cometa e o teste de micronúcleos 

revelaram diferenças significativas entre os peixes das áreas poluídas e não 

poluídas e, portanto, demonstraram ser excelentes biomarcadores para o 

estudo de monitoramento do efeito de poluentes em peixes.  

Gowland e colaboradores (2002) observaram que os HPAs com alto 

peso molecular contendo 5 ou 6 anéis de benzeno em sua molécula possuem 

papel mais pronunciado do que compostos de baixo peso molecular com 2 a 4 

anéis na indução da atividade de GST. Os poluentes orgânicos podem se ligar 

diretamente à glutationa causando sua inibição. Vieira e colaboradores (2008) 

observaram, que o antraceno aumenta a atividade de glutationa peroxidase, 

requerendo glutationa para a reação. Os níveis da molécula de glutationa 

podem, portanto, não estarem disponíveis o suficiente para a função da GST, 
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inibindo a enzima por deficiência de glutationa que está sendo usada nos 

processos de estresse oxidativo.  

As concentrações de BAP utilizadas neste estudo podem ser 

consideradas ecologicamente relevantes, pois concentrações similares foram 

encontradas em sedimentos, na coluna d’água e organismos de estuários 

poluídos com produtos petroquímicos. Concentrações de BAP de 667 µg/g 

foram encontradas em sedimentos na baía de Santander na Espanha (VIGURI 

et al., 2002). Concentrações de BAP da amplitude de 12,2 a 96,8 µg/L foram 

encontradas em água intersticial do estuário do rio Jiulong na China (Maskaoui, 

2002). Para muitos peixes de águas temperadas são utilizadas as 

concentrações de 0,1; 0,3; 0,9 e 2,7 µM de NAP e BAP como no trabalho 

realizado por Gravato e Santos (2002a). Baseado neste trabalho, foram 

selecionadas as concentrações utilizadas neste estudo que se mostraram 

ideais para aferir o potencial genotóxico, mutagênico e as alterações 

provocadas por sua exposição nos tecidos de brânquias e fígados segundo 

análise histopatológica. Mais estudos são necessários para determinar as 

concentrações e tempos de exposição em que o NAP e BAP causam estresse 

oxidativo e ativam as enzimas de biotransformação de forma significativa em 

peixes da espécie T. carolinus. 

Trata-se de uma prioridade para as nações em desenvolvimento, o uso 

de técnicas rápidas de avaliação de poluição para identificação de áreas em 

risco, onde maiores recursos deveriam ser empregados para melhor 

detalhamento e solução dos problemas ambientais. Entre essas técnicas estão 

os biomarcadores, indicados como possíveis mecanismos de avaliação, 

diagnóstico, controle e prevenção.  

 O princípio da abordagem de biomarcadores é a análise fisiológica dos 

organismos ou a resposta bioquímica, quando estes são expostos aos 

diferentes poluentes. Assim sendo, os biomarcadores representam as 

alterações biológicas, resultantes das modificações metabólicas celulares, que 

expressam a exposição e/ou os efeitos tóxicos dos poluentes presentes no 

ambiente e são usados como indicadores devido a sua sensibilidade. 

Geralmente mostram os primeiros sinais sub-letais que são detectáveis nesta 
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situação (KLUMPP et al., 2002; PRINTES; CALLAGHAN, 2002). O uso e 

análise desses parâmetros em programas de monitoramento são importantes, 

pois apresentam boa sensibilidade, relativa especificidade e baixo custo de 

análise (BAINY, 1993; NIYOGI et al., 2001). 

Apesar de algumas dificuldades técnicas, os biomarcadores são 

indicados como instrumentos básicos para avaliação de riscos, em vista de 

muitas vantagens decorrentes de seu uso na avaliação de poluição ambiental. 

A identificação de respostas biológicas é possível após exposições agudas, os 

custos de análise são muito baixos em relação a técnicas convencionais e 

fornecem informações a respeito do efeito metabólico de contaminantes. São 

respostas bastante sensíveis à presença de determinados poluentes 

permitindo, na maioria dos casos, o uso de técnicas não invasivas, tornando 

possível seguir a evolução de um determinado efeito em um mesmo indivíduo. 

A utilização de um mesmo indivíduo também assegura a ausência de 

interferências genéticas ou fenotípicas que representam as variações 

individuais. A utilização de biomarcadores pode ser extremamente eficiente 

para o macrozoneamento de regiões sob impacto crônico, cujos efeitos ainda 

não são perceptíveis.  

A utilização de vários biomarcadores como os citogenotóxicos, 

histopatológicos e bioquímicos utilizados neste estudo com a espécie T. 

carolinus, são uma boa estratégia de biomonitoramento facilitando o 

entendimento dos mecanismos envolvidos nas respostas tóxicas iniciais em 

peixes. Para medir os efeitos ecológicos de um poluente é preciso ter em 

mente dois fatores principais. O primeiro deles é o antecipativo, ou seja, prever 

como um poluente causará impacto no ambiente, pelo seu destino final e por 

efeitos biológicos. O segundo é avaliar quais mudanças ocorreram no 

ecossistema sob a influência da liberação dessas substâncias tóxicas, não 

somente considerando a fonte de poluição, mas também as propriedades 

físico-químicas das substâncias tóxicas e determinando as vias de transporte e 

deposição (CALOW, 1993). 
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VI. Conclusões 
 

• Foram definidas como ideais, para a avaliação do potencial genotóxico 

de NAP e BAP nos peixes T. carolinus utilizados neste estudo, as 

condições de ensaio cometa com tempo de relaxamento de 10 minutos 

e eletroforese de 0,80 volts por centímetro durante 20 minutos.  

• O NAP causa dano ao DNA de eritrócitos de pampos em concentrações 

de 8,1 µM até em curtos períodos de exposição como o de 12 horas. O 

BAP revelou genotoxicidade a partir da menor concentração utilizada e 

da exposição de 24 horas. 

• O BAP e o NAP induziram a formação de MN e ANE demonstrando, 

ambos, serem mutagênicos para a espécie Trachinotus carolinus. A 

mutagenicidade é revelada mesmo em curtos períodos de exposição e 

os poluentes provocam alterações cromossômicas relacionadas com a 

duração da exposição. 

• A diferença significativa de lesões nos tecidos entre os grupos controle e 

DMSO revelou que, apesar de não ser prejudicial aos peixes, por não 

serem lesões severas e ocorrerem em baixa intensidade, o DMSO 

provoca pequenas alterações nas brânquias e fígados de T. carolinus.  

• O período de exposição aos contaminantes foi determinante, de maneira 

geral, para a intensidade, a severidade das lesões histológicas e 

alterações observadas segundo métodos histoquímicos empregados nos 

tecidos dos peixes. A exposição aos poluentes por tempos prolongados 

causa aumento da severidade ou da ocorrência de patologias nos 

tecidos dos peixes, principalmente com o aparecimento de lesões 

severas como a necrose de tecido branquial.  

• A especificidade de CYP1A, observada segundo análise 

imunohistoquímica, ocorreu de maneira dose-dependente e foi 
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evidenciada principalmente nos maiores períodos experimentais de 

exposição aos poluentes. 

• Apesar da tendência de redução de atividade da catalase e o aumento 

da atividade de GST em T. carolinus, os dados não mostraram 

diferenças significativas o que implica que, nas condições experimentais 

utilizadas o NAP e BAP não provocaram nenhuma interferência 

detectável nas atividades enzimáticas mensuradas. 

• Os biomarcadores citogenotóxicos e histopatológicos utilizados neste 

estudo demonstraram ser ferramentas eficientes para aferir a toxicidade, 

genotoxicidade e mutagenicidade bem como sua relação dose-período 

na espécie T. carolinus. 
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Figura 1. Trachinotus carolinus. 

 

 

 

 
 

Figura 2. Fotografias negativas de cometas de pampos utilizadas em análise 

de imagem. A. Cometas sem cauda em peixes expostos ao DMSO por 12 

horas (setas). B. Cometas sem cauda em peixes controle 24 horas (seta). C. 
Cometas em pampos expostos a 8,1 µM de BAP por 48 horas (seta). D. 
Cometas em pampos expostos a 2,7 µM de NAP após 96 horas (setas).  
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Figura 3. Eritrócitos de pampos evidenciando os diferentes tipos de alterações 

celulares. A. Núcleo normal. B. Eritrócitos com micronúcleos. C. Núcleo 

reniforme. D. Núcleo lobado. E. Núcleo segmentado. Coloração: Giemsa 10%. 
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Figura 4. Média dos dados de determinação de curva padrão de proteínas, 

equação da curva e correlação (R2). Padrão determinado em microplaca 

segundo o método de Bradford.   
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Figura 5. Variação da porcentagem de DNA na cauda dos cometas em função 

da voltagem de eletroforese e da concentração de peróxido de hidrogênio. 

PBS: tampão fosfato utilizado como controle; Concentrações de H2O2 

representadas em µM. 

 

 

 

 
 

Figura 6. Cometas observados nas voltagens de 0,72 (A), 0,80 (B) e 0,88 V/cm 

(C).  
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Figura 7. Porcentagem de DNA na cauda dos cometas após exposições de 12, 

24, 48 e 96 horas. Controle: controle em água; DMSO: controle solvente 

exposto ao DMSO; A. NAP: naftaleno; B. BAP: benzo(a)pireno. Asteriscos 

indicam diferença significativa (p < 0,05) em relação ao grupo controle de um 

mesmo período de exposição. 
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Figura 8. Momento de cauda (tail moment) obtido dos cometas após 

exposições de 12, 24, 48 e 96 horas. Controle: controle em água; DMSO: 

controle solvente exposto ao DMSO; A. NAP: naftaleno; B. BAP: 

benzo(a)pireno. Asteriscos indicam diferença significativa (p < 0,05) em relação 

ao grupo controle de um mesmo período de exposição. 
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Figura 9. Frequência de micronúcleos e anormalidades nucleares eritrocitárias 

(ANE) (%o) após exposições por 12 e 24 horas ao naftaleno. Controle: controle 

em água; DMSO: controle solvente exposto ao DMSO; NAP: naftaleno. 

Asteriscos indicam diferença significativa (p < 0,05) em relação ao grupo 

controle da mesma alteração observada. 
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Figura 10. Frequência de micronúcleos e anormalidades nucleares 

eritrocitárias (ANE) (%o) após exposições por 48 e 96 horas ao naftaleno. 

Controle: controle em água; DMSO: controle solvente exposto ao DMSO; NAP: 

naftaleno. Asteriscos indicam diferença significativa (p < 0,05) em relação ao 

grupo controle da mesma alteração observada. 
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Figura 11. Frequência de micronúcleos e anormalidades nucleares 

eritrocitárias (ANE) (%o) após exposições por 12 e 24 horas ao benzo(a)pireno. 

Controle: controle em água; DMSO: controle solvente exposto ao DMSO; BAP: 

benzo(a)pireno. Asteriscos indicam diferença significativa (p < 0,05) em relação 

ao grupo controle da mesma alteração observada. 
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Figura 12. Frequência de micronúcleos e anormalidades nucleares 

eritrocitárias (ANE) (%o) após exposições por 48 e 96 horas ao benzo(a)pireno. 

Controle: controle em água; DMSO: controle solvente exposto ao DMSO; BAP: 

benzo(a)pireno. Asteriscos indicam diferença significativa (p < 0,05) em relação 

ao grupo controle da mesma alteração observada. 
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Figura 13. Alterações encontradas em secções de brânquia de T. carolinus. A. 
Brânquia de indivíduo em situação controle com poucas alterações no tecido, 
nota-se leve descolamento de células epiteliais (setas). HE. B. Aneurisma em 
lamela secundária em exposição à 0,9 µM de BAP por 24 horas (seta). HE. C. 
Necrose em células pilares de lamela secundária (seta) e deslocamento de 
células epiteliais. HE. D. Espessamento de tecido interlamelar. HE. E. Fusão 
completa de lamelas secundárias. HE. F. Aneurisma em lamela secundária 
(seta). H-VOF. G. Necrose em células de lamela secundária. H-VOF. 
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Figura 14. Secções de fígado de T. carolinus demonstrando algumas das 
alterações encontradas nos tecidos. A. Degeneração vacuolar de núcleo 
(setas). HE. B. Infiltração de sangue nos sinusóides (setas). H-VOF. C. 
Necrose (N) e núcleos picnóticos (setas). HE. D. Alterações nas gorduras do 
tecido hepático (setas) e infiltração de sangue nos sinusóides. H-VOF. E. 
Cirrose. Proliferação de tecido conectivo no estroma. HE F. Estancamento 
sanguíneo.  H-VOF. 
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Figura 15. Ocorrência de parasitas nas brânquias de pampos. Escala de 
ocorrência comparativa de 0 para a ausência de parasitas até 4 para a 
presença de muitos parasitas. * representa diferença significativa em relação 
ao grupo controle de mesmo período de exposição. 
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Figura 16. Freqüência e intensidade de necrose em brânquias de pampos. 
Escala de 0 a 4 para freqüência e de 0 a 5 para intensidade. * indica diferença 
significativa em relação ao controle em um mesmo período experimental. 
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Figura 17. Freqüência e intensidade de hepatite no fígado de pampos. Escala 

de 0 a 4 para freqüência e de 0 a 5 para intensidade. * indica diferença 

significativa em relação ao controle em um mesmo período experimental. 
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Figura 18. Cortes de brânquias e fígados de pampos ilustrando as diferentes técnicas 
histoquímicas empregadas. A. Células pilares coradas por azul de bromofenol em 
brânquia. B. Núcleos picnóticos tingidos por azul de bromofenol em fígado (setas). C. 
Brânquia corada por azul alcian pH 2.5. D. Brânquia corada por azul alcian pH 1.0 
apresentado reação somente no tecido cartilaginoso. E. Fígado corado por azul alcian pH 
2.5. F. Brânquia corada por Carmin the best, células mucosas diferenciadas das demais 
(setas). G. Brânquia de pampos com células mucosas fortemente coradas (setas) por 
PAS. H. Citoplasma de hepatócitos corados por PAS. I. Fígado corado por Carmin the best 
revelando regiões com alterações, fortemente coradas. 
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Figura 19. Imunohistoquímica em fígado e brânquia de pampos. A. Endotélio 

de canalículos biliares com forte resposta ao anticorpo (seta). B. Células 

epiteliais de brânquia intensamente coradas (seta). C. Células sangüíneas e 

pilares de brânquia fortemente coradas (setas). 
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Figura 20. Cubas de eletroforese utilizadas no experimento de western blot. A. 
Primeira eletroforese de separação das proteínas microssomais, com as 

amostras nas faixas tingidas pelo azul de bromofenol. B. Aparato utilizado para 

a segunda eletroforese de transferência das proteínas para a membrana de 

nitrocelulose. 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 21. Membrana fotográfica revelando proteínas separadas de amostras 

microssomais de brânquias de pampos após teste de western blot. Nas faixas 

1 e 2 pool de amostras de tecidos de peixes expostos ao BAP. Faixa 3 e 5 

amostra de fígado de peixes expostos ao NAP. Faixas 4, 6 e 7 peixes dos 

grupos controle e DMSO de diferentes períodos de exposição. 
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Figura 22. Fotografias obtidas em microscópio eletrônico de varredura. A. 

Lamela primária e lamelas secundárias mostrando aspecto normal de indivíduo 

do grupo controle em água após 12 horas de exposição. B. Detalhe de lamela 

secundária sem alterações de peixe do grupo DMSO após 96 horas de 

exposição. C. Lamela secundária de pampo após exposição a 2,7 µM de BAP 

por 48 horas. D. Lamela secundária de indivíduo exposto a 8,1 µM de BAP 

após 96 horas de exposição. 
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Figura 23. Atividade da enzima catalase, expressa em unidades de catalase 

por minuto por miligrama de proteína (U CAT/min.mg proteína) para os peixes 

de experimentos de exposição ao naftaleno (NAP) nos diferentes períodos: 12 

horas (A), 24 horas (B), 48 horas (C) e 96 horas (D).  
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Figura 24. Atividade da enzima catalase, expressa em unidades de catalase 

por minuto por miligrama de proteína (U CAT/min.mg proteína) para os peixes 

de experimentos de exposição ao benzo(a)pireno (BAP) nos diferentes 

períodos: 12 horas (A), 24 horas (B), 48 horas (C) e 96 horas (D).  
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Figura 25. Atividade da enzima glutationa-S-transferase, expressa em 

unidades de glutationa por minuto por miligrama de proteína (U GST/min.mg 

proteína) para os peixes de experimentos de exposição ao naftaleno (NAP) nos 

diferentes períodos: 12 horas (A), 24 horas (B), 48 horas (C) e 96 horas (D).  
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Figura 26. Atividade da enzima glutationa-S-transferase, expressa em 

unidades de glutationa por minuto por miligrama de proteína (U GST/min.mg 

proteína) para os peixes de experimentos de exposição ao benzo(a)pireno 

(BAP) nos diferentes períodos: 12 horas (A), 24 horas (B), 48 horas (C) e 96 

horas (D).  
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Tabela 1. Distribuição dos 160 peixes utilizados nos diferentes grupos de 
exposição aos poluentes naftaleno e benzo(a)pireno em diferentes períodos de 

exposição. 
 

Número de 

peixes 
Controle DMSO

NAP 

0,9µM

NAP 

2,7µM

NAP 

8,1µM

BAP 

0,9µM 

BAP 

2,7µM 

BAP 

8,1µM

12 horas 5 5 5 5 5 5 5 5 

24 horas 5 5 5 5 5 5 5 5 

48 horas 5 5 5 5 5 5 5 5 

96 horas 5 5 5 5 5 5 5 5 

Total 20 20 20 20 20 20 20 20 

  

 

 

Tabela 2. Tecidos dissecados de cada peixe utilizado nos experimentos de 
exposição aos HPAs, forma de preservação e finalidade. 

 

Material coletado e forma de preservação: Finalidade 

Sangue: 10 µL tampão fosfato ensaio cometa 

 gotas esfregaço em lâmina teste de 
micronúcleo 

Brânquias: 1º arco branquial 
esquerdo formaldeído histopatologia 

 2º arco branquial 
esquerdo glutaraldeído ultramorfologia 

 3º arco branquial 
esquerdo nitrogênio líquido western blot 

Fígado: partes do tecido formaldeído histopatologia 

  nitrogênio líquido enzimologia 
 



  

Tabela 3. Freqüência e intensidade de alterações morfológicas em brânquias de T. carolinus. HE e H-VOF. 

Grupos Hipertrofia 
do epitélio 

Deslocamento 
das células 
epiteliais 

Infiltração 
de 

leucócitos 
no epitélio 

Estreitamento 
do epitélio 
respiratório 

Ruptura e 
descamação 

Hiperplasia 
de células 
epiteliais 

Hiperplasia 
caótica de 

células epiteliais 

Fusão de 
extremidades de 

lamela secundária 

Espessamento 
de tecido 

interlamelar 

Fusão de 
muitas lamelas 

secundárias 

Encurtamento 
da lamela 
secundária 

controle - - - - +/+/- - - - - - - 
DMSO +/+/- +/+/- - - +/+/- - - - - - - 

0,9uM NAP +/+ +/+ - - +/+ - - - - - - 
2,7uM NAP +/+ +/+ - - +/+ - - - - - - 
8,1uM NAP +/+ +/+ +/+ - ++/+ - - - +/+/- +/+/- - 
0,9uM BAP +/+ ++/+ - - - - - - - - - 

2,7uM BAP - +/+/- - - +/+/- ++/+ - - +/+ - - 

12
 h

or
as

 

8,1uM BAP ++/+ +/+/- +/+ - ++/++ - - - - - - 
controle - - - - - - - - - - - 
DMSO - +/+ - - +/+/- - - - - - - 

0,9uM NAP +/+ +/+/- - - ++/++ - - - - - - 
2,7uM NAP ++/++ +/+/- +/+ - +/+/- +/++ +/++ - +++/+++ - - 
8,1uM NAP ++/+ +++/+++ ++/+ +/+ +++/++ - - +/++ +++/+++ - ++/++ 
0,9uM BAP ++/++ +/+/- - - ++/+ - - - +/+ - - 
2,7uM BAP ++/+ +/+/- +/+ ++/++ +/++ - - +/+ ++/++ - - 

24
 h

or
as

 

8,1uM BAP ++/++ +/+/- +/+ - +++/++ +++/++ - - ++/++ - - 
controle +/+/- +/+ - - - - - - - - - 
DMSO - - - - - - +/+ - +/+ - - 

0,9uM NAP ++/++ +/+ +/+ - +/+ - - +/+ ++/++ - - 
2,7uM NAP ++/++ +/+ +/+/- ++/+ +++/++ - - ++/++ ++/+++ ++/++ - 
8,1uM NAP +/+/- ++/+ ++/+ +/+ +++/+++ - - - ++/+++ ++/++ - 
0,9uM BAP ++/++ +/+ +/+ - ++/++ - +/++ +/+ ++/+++ ++/++ - 
2,7uM BAP ++/+++ ++/++ +/+ - - ++/++ - - +++/+++ +++/++ - 

48
 h

or
as

 

8,1uM BAP +++/+++ +++/++ ++/++ - +++/++ ++/++ ++/++ +/++ ++/+++ +++/+++ - 
controle - - - - - - - - - - - 
DMSO - - - - +/+/- - - - - - - 

0,9uM NAP +/+/- +/+ +/+ +/+/- ++/+ - - +/+ +/+ - - 
2,7uM NAP ++/++ +++/++ ++/++ +/++ ++/+ - - +/+ +/+ ++/++ - 
8,1uM NAP ++/++ +++/+++ ++/++ ++/+ ++/++ +/+ - ++/++ ++/++ - +/+ 
0,9uM BAP ++/++ +++/++ +/+ +/+ ++/+ - - +/+ ++/++ +/+ - 
2,7uM BAP ++/++ +++/+++ ++/++ +/++ +++/++ ++/++ - ++/+++ ++/+++ - - 

96
 h

or
as

 

8,1uM BAP +++/++ - +++/+++ ++/+++ +++/+++ +++/+++ +++/+++ +++/++ +++/+++ ++/++ ++/++ 

Tabelas                                                                                                                                   124



  

Tabela 4. Continuação de freqüência e intensidade de alterações morfológicas em brânquias de T. carolinus. HE e H-VOF. 

Grupos  

Fusão 
completa de 

lamelas 
secundárias 

Telangiectasia 
de lamelas 

Alargamento 
de vasos 

sangüíneos 

Hemorragias 
com ruptura 

epitelial 

Ectasia, 
aneurismas Parasitas Fibrose Necrose 

Hiperplasia 
de células 
de cloro 

Hipertrofia de 
células de 

cloro 

Hiperplasia 
de células 
mucosas 

Hipertrofia 
de células 
mucosas 

controle - - - - - + - - - - - - 
DMSO - - - - - + - - - - - - 

0,9uM NAP - - +/+/- - - + - - - - - - 
2,7uM NAP - - +/+/- - - ++ - - - - - - 
8,1uM NAP - +/++ ++/++ - +/+/- ++ - - - +/+ - +/+ 
0,9uM BAP - ++/+/- +/+/- - - + - - - +/+ - - 
2,7uM BAP - - - - - - - - - +/+/- - - 

12
 h

or
as

 

8,1uM BAP - ++/++ ++/++ - +/+/- - - - - ++/++ +/++ +/+ 
controle - - - - - + - - - - - - 
DMSO - +/+/- +/+/- - - - - - - - - - 

0,9uM NAP - ++/++ +/+ - - - - - - ++/+/- - - 
2,7uM NAP ++/++ ++/+++ ++/++ - - ++ - +/++ - +/+ ++/++ - 
8,1uM NAP - +++/+++ +++/++ +/+ - +++ - +/+ ++/+ ++/+++ ++/+++ ++/++ 
0,9uM BAP - +/+ +/+ - +/+ + - - - ++/+ - - 
2,7uM BAP - ++/+++ +/++ - - ++ - - +/++ - ++/++ - 

24
 h

or
as

 

8,1uM BAP - +++/++ +++/++ +/++ - ++ - - ++/++ ++/++ ++/++ +/+ 
controle - - - - - + - - - - - +/+/- 
DMSO +/+ - - - - + - - - - - - 

0,9uM NAP - +/+ +/+ - - + - +/+ - ++/++ +/+ +/+ 
2,7uM NAP - ++/++ ++/++ +/++ - ++ - ++/+ - +/+/- +/+ - 
8,1uM NAP - ++/+++ ++/++ +/+ - - - ++/++ - ++/++ +/+ ++/++ 
0,9uM BAP - +++/+++ ++/++ +/++ +/++ ++ - +/+/- +/++ - +/+ - 
2,7uM BAP - - ++/++ +/++ - +++ - +/+ +/+ +/+ - - 

48
 h

or
as

 

8,1uM BAP - +++/++ +++/++ ++/++ - +++ - ++/+++ +++/+++ ++/+++ ++/++ ++/++ 
controle - - - - - - - - - - - - 

DMSO - +/+ +/+/- - - ++ - - - +/+/- - - 

0,9uM NAP - ++/++ +++/++ +/+/- - ++ - +/+ - +/+/- +/+/- +/+ 

2,7uM NAP +/+ ++/++ ++/++ +/+ +/+ ++ - +/++ ++/++ ++/++ ++/++ ++/++ 
8,1uM NAP - ++/+++ ++/+++ +/+/- ++/++ ++ - ++/+++ ++/++ +++/+++ - ++/++ 
0,9uM BAP - +++/++ +/+ - - ++ - +/+ +/+ ++/++ +/+ +/+ 

2,7uM BAP - +++/++++ +++/+++ ++/++ ++/++ ++ - ++/++ - ++/++ +/+ ++/++ 

96
 h

or
as

 

8,1uM BAP ++/++ +++/++++ ++/+++ ++/+++ +/+ ++ - +++/++++ - ++/+++ - - 
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Tabela 5. Freqüência e intensidade de alterações morfológicas em fígados de T. carolinus. HE e H-VOF. 
Grupos 

Hiperemia 
de capilares 

Resposta 
inflamatória 
(leucócitos) 

 Dilatação e 
granulação celular 

Estancamento 
sangüíneo 

Infiltração de sangue 
nos sinusóides 

(congestão) 

Diminuição do 
tamanho dos 
hepatócitos 

Incremento 
de vacúolos 

lipídicos 

Anisocitose e 
anisocariose dos 

hepatócitos 

Aumento da 
eosinofilia 

citoplasmática

 
Hipertrofia 
hepatócitos 

controle - - - - - - - - - - 
DMSO - - - - +/+ - +/+ - - - 

0,9uM NAP - - - - +/+/++ - +/+ - +/+/- - 
2,7uM NAP +/+ - +/+/- - +/+/- - ++/+ - - - 
8,1uM NAP ++/+ +/+ +/+ - ++/+ - - - +/+ - 
0,9uM BAP +/+ - - - - - - - +/+ - 
2,7uM BAP - - +/+ - +/+/- - ++/+ +/+ +/+ - 

12
 h

or
as

 

8,1uM BAP - - +/+ - +/+/- - ++/+ +/+ +/+ - 
controle - - - - - - - - - - 
DMSO +/+ - - - +/+/- - +/+/- - - - 

0,9uM NAP +++/++ +/+/- +/++ - +/+ - +/+ - - +/+ 
2,7uM NAP - - +/+ - +/+ - ++/+ - ++/+ - 
8,1uM NAP +++/+++ ++/++ ++/++ - ++/++ - - - - - 
0,9uM BAP ++/++ - +/+ - ++/++ - ++/++ - - - 
2,7uM BAP +/+ +/+/- +/+ - +/+/- +/+ ++/++ ++/++ +/+/- - 

24
 h

or
as

 

8,1uM BAP ++/++ +/++ +/+ - ++/++ - +/+/- +/+/- ++/++ - 
controle +/+/- - +/+/- - - - - - - - 
DMSO +/+ - +/+ - - - +/+ - - - 

0,9uM NAP ++/++ +/+ +/+/- - +/+ - ++/+ - ++/+ - 
2,7uM NAP ++/+ ++/+ +/+ - ++/+ - +++/++ - +/+ - 
8,1uM NAP ++/+++ ++/++ +/+ - +/+ - +++/+++ - +/+/- - 
0,9uM BAP +/++ +/+/- +/++ - +/+ - +/+ +/+ ++/++ - 
2,7uM BAP +/++ +/+ ++/++ - +/+/- - +++/++ ++/++ - ++/++ 

48
 h

or
as

 

8,1uM BAP +++/+++ ++/+++ +++/+++ ++/++ +++/++ +/+ ++/++ ++/++ +/++ +/+ 
controle +/+ - +/+/- - - - - - - - 
DMSO +/+ - +/+/- - - - - - - - 

0,9uM NAP +/+ +/+ ++/++ - +/+ +/+ - +/+ +/+ - 
2,7uM NAP ++/++ ++/+ ++/++ +/++ ++/++ ++/+ - ++/++ +/+ +/+ 
8,1uM NAP +++/+++ +++/+++ +++/++ - ++++/++ ++/++ +/+ - ++/++ - 
0,9uM BAP +/+ ++/++ +/+ - ++/+ - ++/++ +/+ +/++ - 
2,7uM BAP +++/+++ ++/++ +++/++ +/+++ ++/+++ ++/++ +++/+++ ++/++ +/+ +/+ 

96
 h

or
as

 

8,1uM BAP +++/++++ +++/+++ +++/+++ - +++/+++ +++/++ +/+ +++/+++ +++/+++ ++/++ 
 

Tabelas                                                                                                                                   126



  

Tabela 6. Continuação de freqüência e intensidade de alterações morfológicas em fígados de T. carolinus. HE e H-VOF. 
Grupos 

Cariólise Citólise Necrose 
focal Hepatite Cirrose Tumor 

Dilatação 
dos 

sinusóides 

 
Colanginoma 

Controle - - - - - - - - 
DMSO +/+/- +/+/- - - - - - - 

0,9uM NAP - - - - - - +/+ - 
2,7uM NAP +/+ +/+ +/+ - - - +/+ - 
8,1uM NAP - +/+ +/+ - - - +/+ - 
0,9uM BAP - - - - - - - - 
2,7uM BAP - ++/+ - - - - - - 

12
 h

or
as

 

8,1uM BAP - ++/+ - - - - - - 
Controle - - - - - - - - 
DMSO - - - - - - +/+/- - 

0,9uM NAP +/+/- - - +/+ - - ++/+/- - 
2,7uM NAP ++/+ ++/++ +/+/- +/+ - - +/+/- - 
8,1uM NAP - - +/+ +/+/- +/+/- - +/+/- - 
0,9uM BAP +/+/- +/+/- +/+/- +/+/- - - +/+/- - 
2,7uM BAP +/+ ++/++ ++/++ - +/+/- - +/+/- - 

24
 h

or
as

 

8,1uM BAP - +++/++ ++/++ ++/++ +/+ - ++/++ - 
Controle +/+/- - - - - - +/+/- - 
DMSO +/+/- +/+/- - - - - - - 

0,9uM NAP - +/+ ++/++ ++/++ +/+ - - - 
2,7uM NAP +/+ +++/++ +/+++ +/++ +/+/- - ++/+ - 
8,1uM NAP +/+ ++/++ ++/++ ++/++ +/+ - - - 
0,9uM BAP +/++ ++/++ +/+/- +/+ +/+ - +/+ - 
2,7uM BAP ++/++ ++/++ ++/++ ++/+ +/+ - ++/++ - 

48
 h

or
as

 

8,1uM BAP ++/+++ +++/+++ +++/++++ ++/++ +/+/- - ++/++ - 
Controle - +/+/- - - - - - - 
DMSO - +/+/- - - - - +/+ - 

0,9uM NAP +/+ ++/+ +/++ +/+ +/+ - ++/+ - 
2,7uM NAP ++/++ ++/++ ++/++ +/++ +/+ - +/++ - 
8,1uM NAP +/+ +++/+++ ++/+++ ++/+++ ++/+++ - +++/++ - 
0,9uM BAP +/+ ++/++ +/++ ++/+ +/+ - ++/++ - 
2,7uM BAP ++/+++ +++/+++ ++/++ +++/++ ++/+ - +++/++ - 

96
 h

or
as

 

8,1uM BAP +++/++++ +++/+++ +++/+++ +++/+++ +++/+++ - ++/++ - 
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Tabela 7. Freqüência e intensidade de coloração em fígado e brânquia de T. carolinus através da técnica de azul de bromofenol. 
FÍGADO BRÂNQUIA Grupos 

Citoplasma 
dos 

hepatócitos 

Endotélio 
dos 

sinusóides  

Células 
sangüíneas 

Endotélio de 
vasos 

Endotélio de 
canalículos 

biliares 

Células 
acinares 

pancreáticas

Células 
pilares 

Células 
epiteliais 

Células 
sangüíneas Cartilagem Células de 

cloro 

 
Células 
mucosas 

controle +/+ - +/+ - - - - +/+/- +/+/- +++/++ - - 
DMSO - - - - - - - - +/+ ++++/++ - - 

0,9uM NAP - +/+/- - - - - +/+ - +/+/- +++/++ - - 
2,7uM NAP - - - - - - - - +/+/- +++/++ - - 
8,1uM NAP - - - - - - - +/+/- +/++ ++/++ - - 
0,9uM BAP - - - - - - - - +/+/- +++/+ - - 
2,7uM BAP - - - - - - - - - ++/++ - - 

12
 h

or
as

 

8,1uM BAP - - - +/+/- - - ++/++ - +/+ +++/++ - - 
controle - - +/+/- - - - - - +/+/- ++++/+ - - 
DMSO - - - - - - - - +/+/- ++++/++ - - 

0,9uM NAP +/+/- - - - - - +/+ +/+ +++/++ ++++/+++ - - 
2,7uM NAP - - - - - - +/+/- - - +/+ - - 
8,1uM NAP - - - - - - +/+/- ++/+/- +/+/- +++/+ - - 
0,9uM BAP - - - - - - - - +/+ +++/++ - - 
2,7uM BAP +/+/- - - - - - - - ++/++ ++/++ - - 

24
 h

or
as

 

8,1uM BAP - - - - ++/+ - ++/++ ++/++ +++/++ +++/++ +/+ +/+/- 
controle +/+/- +/+/- - - - - +/+/- +/+/- +/+/- +++/+++ - - 
DMSO - - - - - - - - +/+/- ++++/+ - - 

0,9uM NAP - - +/+ - - - - - ++++/+++ ++++/+ - - 
2,7uM NAP - - - - - - +/+/- - - +++/+++ - - 
8,1uM NAP - - ++/++ - - - ++/++ - +++/+++ +++/+++ - - 
0,9uM BAP - - - - - - +/+/- +/+ - +++/++ - - 
2,7uM BAP - - - - - - - - - ++/++ - - 

48
 h

or
as

 

8,1uM BAP - - - - - - +/+/- - ++/+ +++/+ - - 
controle - - - - - - - - +/+/- +++/++ - - 
DMSO - - - - - - - - ++/++ ++++/++ - - 

0,9uM NAP +/+/- - - ++/++ - - ++/++ - ++/++ +++/+++ - - 
2,7uM NAP - - - - - - - - +/+/- ++++/+ - - 
8,1uM NAP +/+/- - - - - - +/+/- +/+/- +/+/- +++/++ - - 
0,9uM BAP +/+/- - - - +/+/- - +/+/- +/+/- +/+/- +++/++ +/+/- - 
2,7uM BAP - - - - - - - +/+/- ++/++ +++/++ - - 

96
 h

or
as

 

8,1uM BAP +/+/- - - - - -  ++/++ +/+/- ++/+ ++++/+++ - - 
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Tabela 8. Freqüência e intensidade de coloração em fígado e brânquia de T. carolinus através da técnica de azul alcian pH 0.5. 
 FÍGADO  BRÂNQUIA 
  
  

Grupos 

 

Citoplasma 
dos 

hepatócitos 

Endotélio 
dos 

sinusóides 
(céls verm.) 

Células 
sangüíneas 

Endotélio de 
vasos 

Endotélio de 
canalículos 

biliares 

Células 
acinares 

pancreáticas  

Células 
pilares 

Células 
epiteliais 

Células 
sangüíneas Cartilagem Células de 

cloro 

 
Células 
mucosas 

controle  +/+/- - - - - -  - - - +++/++ - - 
DMSO  +/+/- - - - - -  - - - +++/+++ - - 

0,9uM NAP  - - - - - -  - - - +++/++++ - - 
2,7uM NAP  - - - - - -  - - - +/++ - - 
8,1uM NAP  +/+/- - - - - -  - - - ++++/+++ - - 
0,9uM BAP  - - - - - -  - - - ++++/++++ - - 
2,7uM BAP  +/+/- - - - - -  - - - +++/++ - - 

12
 h

or
as

 

8,1uM BAP  - - - - - -  - - - +++/+++ - - 
controle   - - - - -  - - - ++/++ - - 
DMSO  +/+/- - - - - -  - - - ++/+ - - 

0,9uM NAP  - - - - - -  - - - +++/+++ - - 
2,7uM NAP  - - - - - -  - +/+/- - +++/++ - - 
8,1uM NAP  - - - - - -  - - - +++/+++ - - 
0,9uM BAP  ++/+/- - - - - -  - - - +/++ - - 
2,7uM BAP  - - - - - -  +/+/- +/+/- +/+/- ++++/+++ - - 

24
 h

or
as

 

8,1uM BAP  - - - - - -  - - - ++/+++ - - 
controle  ++/+/- - - - - -  - - - +++/+++ - - 
DMSO  - - - - - -  - - - ++/++ - - 

0,9uM NAP  - - - - - -  - - - +++/+++ - - 
2,7uM NAP  ++/+/- - - - - -  +/+/- - - +++/++++ - - 
8,1uM NAP  +/++ - - - - -  - - +/++ +++/+++ - - 
0,9uM BAP  - - - - - -  - - - +++/+++ - - 
2,7uM BAP  ++/+/- - - - - -  - - - ++++/+++ - - 

48
 h

or
as

 

8,1uM BAP  +/+ - - - - -  - - - +++/+++ - - 
controle  - - - - - -  - - - ++/++ - - 
DMSO  - - - - - -  - - - ++/++ - - 

0,9uM NAP  - - - - - -  - - - +++/+++ - - 
2,7uM NAP  - - - - - -  - - +/+ ++++/+++ - - 
8,1uM NAP  - - - - - -  - - - +++/+++ - - 
0,9uM BAP  - - - - - -  - - - +++/+++ - - 
2,7uM BAP  +/+/- - - - - -  - +/+/- - +++/+++ - - 

96
 h

or
as

 

8,1uM BAP  - - - - - -  - - - +++/+++ - - 
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Tabela 9. Freqüência e intensidade de coloração em fígado e brânquia de T. carolinus através da técnica de azul alcian pH 1.0. 
 FÍGADO  BRÂNQUIA Grupos  

 

Citoplasma 
dos 

hepatócitos 

Endotélio dos 
sinusóides 

(céls verm.) 

Células 
sangüíneas 

Endotélio de 
vasos 

Endotélio de 
canalículos 

biliares 

Células 
acinares 

pancreáticas  

Células 
pilares 

Células 
epiteliais 

Células 
sangüíneas Cartilagem Células de 

cloro 

 
Células 
mucosas 

controle  - - - - - - - - - +++/+++ - - 
DMSO  - - - - - - - - - +++/+++ - - 

0,9uM NAP  - - +/+ - - - - - - +++/+++ - - 
2,7uM NAP  - - - - - - - - +/+/- +++/+++ - - 
8,1uM NAP  - - - - - - - - - +++/+++ - - 
0,9uM BAP  +/+/- - - - - - - - +/+/- +++/++ - - 
2,7uM BAP  - - - - - - - +/+ +/+ +++/++++ - - 

12
 h

or
as

 

8,1uM BAP  - - - - - - - - +/+/- +++/+++ - - 
controle  - - - - - - - - - ++++/+++ - - 
DMSO  +/+ - - - - - - - +/+ ++++/++++ - - 

0,9uM NAP  - - - - - - - - - ++++/+++ - - 
2,7uM NAP  - - - - - - - - - +++/+++ - - 
8,1uM NAP  +/+/- - - - - - - - - ++++/+++ - - 
0,9uM BAP  - - - - - - - - +/+/- ++/++ - - 
2,7uM BAP  +/+/- - - - - - - - - +++/+++ - - 

24
 h

or
as

 

8,1uM BAP  +/+/- - - - - - - - - +++/+++ - - 
controle  - - - - - - - - - +++/++ - - 
DMSO  +/+/- - - - - - - - +/+/- ++++/+++ - - 

0,9uM NAP  - - +/+/- - - - - - - +++/+++ - - 
2,7uM NAP  - - +/+ - - - - - - ++++/+++ - - 
8,1uM NAP  - - +/+/- - - - - - - +/+ - - 
0,9uM BAP  - - +/+/- - - - - - +/+/- ++++/++++ - - 
2,7uM BAP  - - - - - - - - - +++/+++ - - 

48
 h

or
as

 

8,1uM BAP  - - - - - - - - - +++/+++ - - 
controle  - - - - - - - - - +/+ - - 
DMSO  - - - - - - - - - ++++/++++ - - 

0,9uM NAP  - - - - - - - - - +++/+++ - - 
2,7uM NAP  - - +/+/- - - - - - - ++++/++++ - - 
8,1uM NAP  - - - - - - - - - +++/+++ - - 
0,9uM BAP  - - - - - - - +/+/- +/+/- ++++/+++ - - 
2,7uM BAP  - - +/+/- - - - - - - ++++/++++ - - 

96
 h

or
as

 

8,1uM BAP   - - - - - -  - - - ++++/+++ - - 
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Tabela 10. Freqüência e intensidade de coloração em fígado e brânquia de T. carolinus através da técnica de azul alcian pH 2.5. 
 FÍGADO   BRÂNQUIA 
  
  

Grupos 

 

Citoplasma 
dos 

hepatócitos 

Endotélio 
dos 

sinusóides 
(céls verm.) 

Células 
sangüíneas 

Endotélio de 
vasos 

Endotélio de 
canalículos 

biliares 

Células 
acinares 

pancreáticas  

Células 
pilares 

Células 
epiteliais 

Células 
sangüíneas Cartilagem Células de 

cloro 

 
Células 
mucosas 

controle  ++++/+/- - +/+/- +/+/- - -  +++/+/- +++/+ +++/+ ++++/+++ +++/+/- ++/+/- 
DMSO  - - +/++ - - -  ++/++ ++/++ +++/+ ++++/++++ ++/+ +++/+ 

0,9uM NAP  ++/+/- - - - - -  - +/+ ++/+ ++++/+++ - - 
2,7uM NAP  - - - - - -  - - +/++ +++/+++ - - 
8,1uM NAP  +/+/- - - - - -  ++/+/- ++/+/- +++/+/- ++/++ +++/+ ++/+ 
0,9uM BAP  +/+ - +/+/- - - -  +++/++ +++/++ +++/++ ++/++ ++/++ ++/++ 
2,7uM BAP  +/++ - - - - -  - +++/+ +++/+ +++/+++ - ++/+ 

12
 h

or
as

 

8,1uM BAP  +/+ - - - - -  ++/++ ++/++ ++++/++ ++++/++++ ++/+ ++/+ 
controle  +/+ - - - - -  +/+ ++/++ +++/++ ++++/+++ - ++/+ 
DMSO  - - - +/+ - -  ++/+ ++/+ ++/+++ +++/+++ +++/+/- +++/+/- 

0,9uM NAP  ++++/+/- - - - - -  +/+/- +/+ ++/+/- +++/+ ++/+ +/+/- 
2,7uM NAP  - - +/++ - - -  +++/+ +++/+ +++/+ ++++/++++ ++/+ ++/+ 
8,1uM NAP  +/+/- - - - - -  +/+/- +/+/- ++/++ +++/++ +/+/- - 
0,9uM BAP  +/+ - - - - -  - +/+ +/+ ++/+ - - 
2,7uM BAP  - - - - - -  ++/+ +/+/- ++/++ ++/++ +/+/- +/+/- 

24
 h

or
as

 

8,1uM BAP  - - - - - -  ++/+ ++/+ ++/+ ++/+++ ++/+ ++/+ 
controle  ++++/+ - +/+/- - - -  ++++/++ ++++/++ ++++/+ ++++/+++ +++/++ +++/++ 
DMSO  - - - +/+ - -  ++/+ ++/+ +++/++ +++/+++ ++/+ ++/+ 

0,9uM NAP  - - +/+/- - - -  - +/+ +/+/- ++++/++++ +/+/- - 
2,7uM NAP  - - - - - -  +++/+/- +++/+/- +++/++ +++/++ +++/+/- +++/+/- 
8,1uM NAP  +/+/- - +/+ - - +/+  ++/++ ++/++ ++/++ ++/++ ++/+ ++/++ 
0,9uM BAP  ++++/+/- - +/+/- - - -  - +/+ ++/++ ++++/+++ - - 
2,7uM BAP  - - - - - -  - - - - - - 

48
 h

or
as

 

8,1uM BAP  - - - +/+/- - -  ++/+ ++/++ ++/++ ++++/+++ +/+ - 
controle  +/+ - ++/++ +/+/- - -  - +/+/- +/+/- +++/+++ - - 
DMSO  +/+/- - +/+ - - -  +/+ +++/++ +++/+ +++/+++ ++/+ +++/+ 

0,9uM NAP  +/+ - +/+/- - - -  +/+/- - ++/+ +++/++ - - 
2,7uM NAP  - - - - - -  - - - ++/++ - - 
8,1uM NAP  +/++ - - - - -  - ++/+ +++/+ ++++/+++ - - 
0,9uM BAP  - - - - - -  ++/+ +++/++ ++/+ ++++/++++ ++/++ ++/+ 
2,7uM BAP  +++/+ - +/++ - - -  ++/++ +/+/- ++/++ ++++/++++ - - 

96
 h

or
as

 

8,1uM BAP  - - - +/+ - -   ++/+ ++/++ ++/+++ +++/++ ++/+ ++/+ 
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Tabela 11. Freqüência e intensidade de coloração em fígado e brânquia de T. carolinus através das técnicas de PAS e Carmin the best. 
Grupos 

  Citoplasma dos hepatócitos  
(PAS) 

Citoplasma dos hepatócitos 
(Carmin the best)  

 
Células mucosas das 

brânquias 
(PAS) 

controle  +/++ +/+  ++/+++ 
DMSO  +/+ +/+/-  +++/+++ 

0,9uM NAP  ++/++ ++/++  - 
2,7uM NAP  ++/++ ++/++  +/+/- 
8,1uM NAP  - ++/++  - 
0,9uM BAP  ++/++ +/+  +++/++ 
2,7uM BAP  - +/++  - 

12
 h

or
as

 

8,1uM BAP  - ++/++  - 
controle  - -  +++/++++ 
DMSO  +/++ +/+/-  +/++ 

0,9uM NAP  +/+/- +/+  ++++/++++ 
2,7uM NAP  +++/++++ +/+  ++/++ 
8,1uM NAP  - ++/+/-  ++/+++ 
0,9uM BAP  ++/+++ ++/++  - 
2,7uM BAP  ++/+++ ++/++  - 

24
 h

or
as

 

8,1uM BAP  - +/+/-  +++/+++ 
controle  +++/++ +/++  +++/++++ 
DMSO  ++/+++ -  - 

0,9uM NAP  +/+/- -  ++/++++ 
2,7uM NAP  ++/+++ ++/++  ++/++ 
8,1uM NAP  ++/+++ ++/++  +++/++++ 
0,9uM BAP  ++/++ ++/++  +++/+++ 
2,7uM BAP  +++/++ ++/+++  +++/+++ 

48
 h

or
as

 

8,1uM BAP  - -  - 
controle  - +/+/-  - 
DMSO  ++/++ ++/++  ++/+++ 

0,9uM NAP  - +/++  - 
2,7uM NAP  - ++/++  +/++ 
8,1uM NAP  ++/++ +/+/-  +/+ 
0,9uM BAP  +++/+++ +/+/-  ++/+++ 
2,7uM BAP  - ++/++  +/++ 

96
 h

or
as

 

8,1uM BAP  - +/++  +/++ 
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Tabela 12. Freqüência e intensidade de reação ao anticorpo CYP1A em fígado e brânquia de T. carolinus através do método imunohistoquímico. 
 FÍGADO   BRÂNQUIA 
  
  

Grupos 

 

Citoplasma 
dos 

hepatócitos 

Endotélio 
dos 

sinusóides 
(céls verm.) 

Células 
sangüíneas 

Endotélio de 
vasos 

Endotélio de 
canalículos 

biliares 

Células 
acinares 

pancreáticas  

Células 
pilares 

Células 
epiteliais 

Células de 
cloro 

Células 
mucosas 

 
Células 

sangüíneas 

controle  - - - - - -  - - - - +/+ 
DMSO  - - ++/+/- - - -  - - - - - 

0,9uM NAP  ++/+/- - ++/++ - - -  - - - - +/+ 
2,7uM NAP  +/+/- - - - - -  +/++ - - +/+/- ++/++ 
8,1uM NAP  +/+/- - ++/++ - +/+ -  +++/++ +++/++ ++/++ - +++/+++ 
0,9uM BAP  - - ++/++ +/+ - -  - - - - +/+/- 
2,7uM BAP  +/+ - +/++ - - -  +/++ - - - ++/++ 

12
 h

or
as

 

8,1uM BAP  +/+ - +++/++++ ++/++ ++/++ -  - - - - ++/++ 
controle  - - - - - -  - - - - - 
DMSO  - - +/+ - - -  - - - - - 

0,9uM NAP  ++/++ - ++/+++ ++/+++ +/+ -  - - - - +/+/- 
2,7uM NAP  ++/+ - +/++ - - -  +/+/- - - - +/+ 
8,1uM NAP  ++/++ - +/++ - - -  +/+/- +/+ - - +/+/- 
0,9uM BAP  ++/++ - ++/++ +/+ - -  - - - - - 
2,7uM BAP  ++/++ - +++/++ ++/++ - -  ++/+ +/+ - - ++/++ 

24
 h

or
as

 

8,1uM BAP  ++/+/- - ++/++ ++/+++ ++/+++ ++/++  ++/++ - - - +++/++ 
controle  - - +/+ - - -  - - - - - 
DMSO  - - +/+ - - -  - - - - - 

0,9uM NAP  +/+/- - ++/+++ ++/++ - -  +/++ - - - ++/++ 
2,7uM NAP  ++/++ - ++/+++ ++/++ - -  +/+ +/+/- - - ++/++ 
8,1uM NAP  ++/++ +/+ +++/+++ ++/++ +/++ +/++  ++/++ ++/+ - +/+ +++/++ 
0,9uM BAP  ++/+++ +/+/- +++/++++ +/+/- - -  - - - - +/+/- 
2,7uM BAP  ++/++ +/+/- ++/+++ +/+ - -  - - - - ++/+ 

48
 h

or
as

 

8,1uM BAP  +++/++ ++/++ +++/++++ ++/+++ ++/+++ ++/+++  +/+ +/+/- - - ++/+++ 
controle  - - +/+ - - -  - - - - - 
DMSO  ++/+ - - - - -  - - - - - 

0,9uM NAP  ++/+ +/+/- ++/++ +/++ - -  ++/+ - - - +++/++ 
2,7uM NAP  +/+ - +++/+++ +/+ - -  ++/++ +++/++ - - +++/++++ 
8,1uM NAP  ++/+ +/+/- +/+++ +/+++ +/++ +/++  ++/++ ++/+++ +/+/- - +++/+++ 
0,9uM BAP  ++/++ ++/+ +/++ +/+ ++/++ ++/+  +++/++ +++/+++ - +/+/- +++/+++ 
2,7uM BAP  +++/++ ++/++ ++/+++ ++/++ ++/+ -  +++/++ +++/++ - ++/++ +++/+++ 

96
 h

or
as

 

8,1uM BAP  +++/+++ ++/++ +++/+++ ++/+++ - -   +++/+++ +/++ ++/++ ++/++ ++++/++++ 
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