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RESUMO 
 
 

A qualidade da água é de fundamental relevância no contexto ecotoxicológico, 
pois o os ambientes aquáticos são os principais destinos de milhares de compostos 
químicos de uso cotidiano, que podem atuar como potenciais deturpadores desses 
ecossistemas. Nesse contexto se destacam os agrotóxicos, como os organofosforados 
(OP) e piretróides (PI), os desreguladores endócrinos como o 17�-estradiol (E2) e os 
hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs) como o benzo(a)pireno (BaP). Estudos 
que avaliam respostas metabólicas em organismos submetidos a diferentes classes de 
contaminantes são de extrema valia na tentativa de elucidar os efeitos da toxicidade de 
misturas, conhecido por efeito cocktail. O objetivo central desse trabalho foi avaliar em 
tilápia (Oreochromis niloticus) os efeitos de misturas de BaP, do E2, e dos agrotóxicos 
diazinon (OP) e cipermetrina (PI) em biomarcadores de destoxificação, estresse 
oxidativo, atividade de esterases e potencial genotóxico. Outro objetivo foi monitorar a 
qualidade da água do rio Tietê que percorre o município de Araçatuba - SP, região de 
intensa atividade sulcroalcooleira e de condomínios náuticos, para fins de diagnóstico 
ambiental. Foram usadas as concentrações de 10 �g.L-1 de BaP; 220 �g.L-1 de OP; 0,5 
�g.L-1 de PI; 0,5 �g.L-1 de E2 (mistura em baixa concentração); 100 �g.L-1 BaP, 500 
mg.L-1 de OP; 1,5 �g.L-1 de PI; 2,5 �g.L-1 de E2 (mistura em alta concentração) e 100 
�g.L-1 de BaP; 500 �g.L-1 de OP; 1,5 �g.L-1 de PI; 2,5 �g.L-1 de 17 E2. Foram 
realizadas exposições aos quatro contaminantes por 5 dias; pré-exposição ao BaP por 3 
dias seguida de exposição ao E2 por 5 dias; pré-exposição ao E2 seguida de exposição 
ao BaP por 5 dias; e pré-exposição ao BaP e ao E2, individualmente, por 3 dias, seguido 
de exposição aos agrotóxicos, individualmente e misturados, por mais 5 dias. Foram 
analisadas a atividade da glutationa S-transferase e carboxilesterase e níveis de 
malondialdeído e glutationa reduzida no fígado e nas brânquias dos peixes, atividade da 
EROD, BROD e PROD no fígado e atividade da acetilcolinesterase no encéfalo. O teste 
do micronúcleo foi realizado no sangue. No estudo de monitoramento ambiental, na 
estação seca e chuvosa, foi coletada água no rio Tietê, em quatro diferentes pontos e 
colocadas em aquários e oxigenados, as tilápias foram mantidas por 3 dias. As 
concentrações 100 �g.L-1 de BaP, 500 mg.L-1 de OP; 1,5 �g.L-1 de PI; 2,5 �g.L-1 de E2 
causaram mais efeitos nas tilápias isoladamente e em misturas. A pré-exposição ao BaP 
seguida da exposição ao E2 causou mais respostas nas tilápias do que a associação 
inversa ocorrendo indução da EROD e BROD e GST e variações na atividade da CbE e 
níveis de GSH.  No experimento de pré-exposição ao BaP e ao E2 e posterior exposição 
aos agrotóxicos individualmente e misturados, o IBR mostrou que no fígado a pré-
exposição ao E2 seguida da exposição a cipermetrina causou mais efeitos e na brânquia 
foi a pré-exposição ao BaP seguida da exposição a cipermetrina. No monitoramento no 
rio Tietê foi diagnosticada indução da BROD e PROD, estresse oxidativo e diminuição 
das esterases, nas áreas sob influência antrópica. A associação da cipermetrina com o 
BaP teve efeito mutagênico nos eritrócitos. As tilápias podem respoder diferentemente 
quando expostas ao contaminante isolado e a ele associado a outro(s) contaminante(s). 
No rio Tietê, na estação chuvosa e na área de condomínio náutico, com atividades de 
pesca e lazer, observaram-se mais efeitos nas tilápias. 
 
Palavras-chave: Ecotoxicologia. Mistura de contaminantes. Oreochromis niloticus. 
Genotoxicidade. Rio Tietê.  
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ABSTRACT 
 
 

Water quality is of fundamental importance in ecotoxicological context because 
the aquatic environments are the main destinations of thousands of chemicals for daily 
use that can act as potential distorters of these ecosystems. In this context we highlight 
the pesticides such as organophosphates (OP) and pyrethroid (PI), endocrine disrupters 
such as 17�-estradiol (E2) and polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) such as 
benzo(a)pyrene (BaP). Studies on metabolic responses in organisms subjected to 
different classes of contaminants are extremely valuable to elucidate the effects of the 
toxicity of mixtures, known as cocktail effect. The main objective of this study was to 
evaluate in tilapia (Oreochromis niloticus) the effects of mixtures of BaP, E2, and 
pesticides diazinon (OP) and cypermethrin (PI) in biomarkers of detoxication, oxidative 
stress, esterase activity and genotoxic potential. Another objective was to monitor the 
water quality of the Tietê River that runs through the Araçatuba – SP, sugarcane area of 
intense activity and nautical condominiums through the same biomarkers, field to apply 
the methodology used in the laboratory for environmental diagnosis. The concentrations 
used were 10 �g.L-1 of BaP; 220 �g.L-1 of OP; 0.5 �g.L-1 de PI; 0.5 �g.L-1 of E2 
(mixture at low concentration); 100 �g.L-1 BaP, 500 mg.L-1 of OP; 1.5 �g.L-1 of PI; 2.5 
�g.L-1 of E2 (mixture at high concentration); 100 �g.L-1 of BaP; 500 �g.L-1 of OP; 1.5 
�g.L-1 of PI; 2.5 �g.L-1 of 17 E2. Exposures to the four contaminants mixed for 5 days 
were preceded, pre-exposure to BaP for 3 days followed by exposure to E2 for 5 days; 
pre-exposure to E2 for 3 days followed by exposure to BaP for 5 days, and pre-exposure 
to BaP and E2 individually for 3 days followed by exposure to the pesticide individually 
and mixed for 5 more days. The activities of glutathione S-transferase and 
carboxylesterase, and malondialdehyde and reduced glutathione levels in the liver and 
gills of the fish, and the activities of EROD, BROD and PROD in the liver and brain 
acetylcholinesterase activity in were analyzed. The micronucleus test was carried in the 
blood. In the study of environmental monitoring, in dry and rainy seasons, water was 
collected in the Tietê river, in four different points and placed in tanks and oxygenated 
and the tilapia were maintained for 3 days. The concentrations of 100 �g.L-1 of BaP, 500 
mg.L-1 of OP; 1.5 �g.L-1 of PI; 2.5 �g.L-1 of E2 caused more effects in the tilapias alone 
and in mixtures. Pre-exposure to BaP followed by exposure to E2 responses caused 
more effects in tilapia than inverse association and occurred induction of EROD, BROD 
and GST and variations in CbE activity and GSH nivels. In the experiment pre-exposure 
to BaP and E2 and subsequent exposure to pesticides individually and mixed, IBR 
showed that pre-exposure to E2 followed by exposure to cypermethrin caused more 
effects in the liver and in the gills was pre-exposure to BaP followed by exposure to 
cypermethrin. Monitoring in the Tietê River was diagnosed induction of BROD and 
PROD, oxidative stress and decreased esterase in areas under anthropogenic influence. 
The association of cypermethrin with BaP had mutagenic effect in erythrocytes. Tilapia 
may respond differently when exposed to the contaminant isolated and he associated 
with other contaminants. In the Tietê, river in the rainy season and the site of nautical 
condo with fishing and leisure activities there were more effects in the tilapias. 
 
 
Keywords: Ecotoxicology. Mixture of contaminants. Oreochromis niloticus. 
Genotoxicity. Tietê river. 
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1.  Introdução 

Segundo a Organização das Nações Unidas, em 2012 a população mundial 

atingiu 7 bilhões de pessoas, enquanto que em 1950 era de 2,5 bilhões.  Com a demanda 

populacional, a crescente industrialização e urbanização, dezenas de milhares de 

compostos químicos de uso cotidiano são produzidos e liberados no ambiente, sendo 

muitos deles potencialmente citotóxicos, como os hidrocarbonetos policíclicos 

aromáticos (HPAs), os agrotóxicos, os desreguladores endócrinos (DE) e os metais 

pesados.  

O principal destino final desses compostos são os ambientes aquáticos, sendo 

eles carregados por precipitação quando estão presentes no ar e no solo, além do 

descarte dos efluentes industriais e sanitários das redes de esgotos diretamente nos rios e 

mares. Esses compostos podem atuar como poluentes e potenciais modificadores dos 

ecossistemas aquáticos.  

A água é um dos fatores essências para a manutenção das funções vitais dos 

seres vivos e o uso sustentável desse recurso deve ser estimulado, pois o consumo direto 

ou indireto de água contaminada pode causar graves danos à saúde dos organismos, 

inclusive do homem. 

 

1.1  A contaminação aquática no Brasil 

O IBGE, Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística, divulgou, em outubro de 

2011, um estudo sobre saneamento básico no Brasil e constatou que os agrotóxicos são 

a segunda maior causa de contaminação das águas brasileiras, superados somente pelo 

esgoto sanitário; atrás dos agrotóxicos estão os despejos industriais e atividades 

mineradoras (ATLAS DE SANEAMENTO, 2011).  

Segundo um dossiê da ABRASCO, Associação Brasileira de Saúde Coletiva, o 

Brasil já se tornou o maior consumidor mundial de agrotóxicos, ultrapassando os 

Estados Unidos e ainda emprega compostos proibidos pela legislação, como 

organoclorados (dossiê ABRASCO, 2012). 

O emprego de agrotóxicos é essencial nos sistemas atuais de produção 

agropecuária, pois garante alimento e matéria-prima suficientes e de qualidade. Porém, 

em contrapartida, o uso indiscriminado deles representa sério risco aos ecossistemas, 
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pois além dos efeitos desejáveis de controle dos organismos fitófagos e parasitas, a 

toxicidade desses compostos aos organismos não-alvos afeta as funções e o número de 

indivíduos de diferentes populações, comprometendo assim a ecologia do ambiente. 

Os organofosforados (OP) são usados como inseticida na agricultura e 

parasiticida na pecuária. Os piretróides (PI), de menor toxicidade, estão sendo mais 

empregados em ambientes domésticos e em programas de saúde pública, no combate 

aos insetos vetores de doenças por serem menos tóxicos aos humanos (KOUREAS et 

al., 2012).  

Os OP são potentes inibidores das colinesterases, principalmente da 

acetilcolinesterase (AChE), altamente tóxicos para vertebrados e invertebrados. Os PI 

atuam mantendo abertos os canais de sódio no axônio, apresentando baixa toxicidade 

para mamíferos, porém são altamente tóxicos para peixes e artrópodes (ANADÓN et 

al., 2009). Acredita-se que a alta suscetibilidade dos insetos e dos organismos aquáticos 

(não mamíferos) seja resultante da combinação da maior suscetibilidade dos canais de 

sódio desses animais e da menor temperatura corpórea (piretróides apresentam um 

coeficiente de ação negativo em função da temperatura), e de menor biotransformação 

nos insetos. 

Segundo a ANVISA (Agência Nacional de Vigilância Sanitária), o diazinon 

(DZN), um (OP) e a cipermetrina (CPN), um (PI) estão entre os mais comumente 

usados no Brasil, e dentre os mais tóxicos de suas categorias. O diazinon é usado contra 

a mosca-do-chifre e como carrapaticida na pecuária, e como nematicida no solo e na 

agricultura, no cultivo de feijão, arroz, trigo e contra a mosca-das-frutas. A U.S.EPA 

estabeleceu risco à saúde humana por diazinon por 1,0 �g.L-1 na água potável. A 

cipermetrina é usada contra piolho na avicultura e em culturas de algodão, soja e 

amendoim. Segundo a Sociedade Brasileira de Mutagênese, Carcinogênese e 

Teratogênese Ambiental (SBMCTA) a potabilidade da cipermetrina para humanos é 

tolerada a 300 �g.L-1.  

Segundo a classificação da Organização Mundial da Saúde, baseada na CL50 em 

ratos (mg/kg peso corporal), a cipermetrina é classificada em “moderadamente tóxico” e 

o diazinon em “altamente tóxico”.   
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Usualmente a mistura de OP e PI é empregada na pecuária melhorando a 

eficácia contra os carrapatos (PERRY et al., 2007; CETIN et al., 2009), no entanto essa 

associação torna-se mais tóxica também ao animal hospedeiro.  

A grande preocupação com a contaminação dos ambientes aquáticos por esgoto 

sanitário se deve aos desreguladores endócrinos (DE). Em geral, DE exibem baixa 

toxicidade aguda, mas podem provocar efeitos crônicos na reprodução, fisiologia e 

crescimento dos seres vivos. Nos ambientes aquáticos podem, por exemplo, alterar o 

comportamento e a fisiologia sexual dos peixes reduzindo a fertilidade. O interesse em 

micropoluentes, como fármacos, poluentes orgânicos persistentes (POP) e DE, que 

estão presentes na água em escala de ng.L-1 a μg.L-1, tem aumentado expressivamente 

nos últimos anos, pois esses poluentes exibem baixa toxicidade aguda mas podem 

provocar toxicidade crônica no sistema endócrino (PAL et al., 2010).  

Os DE podem agir pelo menos de três formas: mimetizando a ação do hormônio 

produzido naturalmente pelo organismo, desencadeando deste modo reações químicas 

semelhantes no corpo; bloqueando os receptores nas células que recebem os hormônios, 

impedindo assim a ação dos hormônios naturais; e/ou afetando a síntese, o transporte, o 

metabolismo e a excreção dos hormônios naturais no organismo (CRAIG et al., 2011) . 

Um dos DE que merece enfoque na sociedade moderna devido ao grande 

consumo é o estrogênio 17�-estradiol (E2), de uso em terapias de reposição hormonal e 

como contraceptivo pelas mulheres. Os estrogênios apresentam altíssima atividade 

biológica e estão relacionados à etiologia de inúmeros tipos de cânceres (SOTO et al., 

2009). Por ser excretado na urina, contaminam o ambiente aquático por meio dos 

lançamentos em esgotos sanitários. Pesquisas demonstram que o E2 está entre os 

maiores responsáveis pela atividade estrogênica nos efluentes de estações de tratamento 

de esgoto (SOLÉ et al., 2003) e um estudo em águas superficiais na região 

metropolitana de Campinas – SP revelou que o E2 está entre os cinco compostos mais 

frequentes (SODRÉ et al., 2007). A Agência de Proteção Ambiental dos Estados 

Unidos (U.S.EPA) recomenda concentração inferior a 0,0005 �g.L-1 de E2 na água 

potável. Como os processos convencionais de tratamento de água não removem 

totalmente esse micropoluente (JOBLING et al. 1998), ele pode ser encontrado nas 

águas superficiais e vir a reabastecer as cidades, contaminando a população. Mulheres 

grávidas excretam diariamente na urina cerca de 260 μg de 17�-estradiol (JOHNSON et 

al., 2000). 
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Não menos importante, outra categoria de contaminante considerada prioritária 

em estudos de contaminação ambiental são os hidrocarbonetos policíclicos aromáticos 

(HPAs). Os HPAs são compostos aromáticos formados por dois ou mais anéis 

benzênicos, constituídos exclusivamente por átomos de carbono e hidrogênio. Alguns 

desses contaminantes descritos são  precursores de ações mutagênicas e tumorais em sistemas 

biológicos (WHO, 1983). O benzo(a)pireno (BaP) é  um dos HPAs mais tóxicos e 

reconhecidamente genotóxico e mutagênico (VERNA et al., 2012). O BaP é originado 

na queima incompleta de biomassa, de combustíveis derivados do petróleo (diesel e 

gasolina), de carvão e em processos industriais (HARVEY, 1985; JACOB et al., 1991; 

FIEDLER; MUCKE, 1995). Recentemente foi reconhecido seu papel como 

desregulador endócrino (CORRALES et al., 2014). Segundo a U.S.EPA o BaP é 

tolerado para a água potável no limite de 0,2 �g.L-1. 

 Estudos no Brasil mostram que, com a implantação do Próalcool a partir da 

década de 70, os índices de BaP no ar atmosférico aumentaram significativamente em 

decorrência da queima da cana-de-açúcar, especialmente em áreas de grande cultivo, 

como o Estado de São Paulo (MARTINELLI; FILOSO, 2008). Além disso, houve um 

aumento na frota de veículos. Enquanto a população no Brasil aumentou 12% de 2000 a 

2012, a frota de veículo cresceu 114% (fonte: http://www2.camara.leg.br/camaranoticias - 

25/11/2013). 

 

1.2  Diagnóstico da contaminação aquática 

Diferentes estratégias podem ser adotadas para se avaliar o estado de 

contaminação dos ambientes aquáticos, como quantificação dos compostos presentes na 

água, mas isso muitas vezes requer demasiado tempo e recurso financeiro e 

principalmente, não é suficiente para revelar os efeitos biológicos dos contaminantes 

sobre os organismos residentes.  

Nesse contexto se destacam os “biomarcadores de contaminação”, uma 

ferramenta que evidencia os efeitos dos contaminantes sobre o estado fisiológico dos 

organismos bem como nos dá pistas sobre os mecanismos de ação dos contaminantes 

(VAN DER OOST et al., 2003). 
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1.2.1 Os biomarcadores bioquímicos de contaminação 

Dentre os biomarcadores bioquímicos de contaminação mais utilizados em 

estudos ambientais, destacam-se aqueles relacionados à biotransformação de compostos 

químicos, e ao estresse oxidativo.  

A metabolização dos compostos químicos ocorre em 3 fases: as fases I e II 

correspondem à biotransformação e a fase III, à excreção extracelular dos subprodutos 

da biotransformação. 

A fase I envolve reações de oxidação, redução e hidrólise que expõe ou introduz 

grupos funcionais (-OH, -SH, -NH2, -COOH) à molécula do composto químico fazendo 

com que esta se torne polar ou permitindo as reações de conjugação da fase II. Na fase 

II, ocorre a conjugação do composto químico não transformado ou dos metabólitos 

oriundos da fase I, com substratos endógenos como sulfatos inorgânicos, aminoácidos e 

glutationa, entre outros. A conjugação confere ao composto (ou metabólito da fase I) 

maior solubilidade em água para sua posterior excreção (KLAASSEN; WATKINS, 

2011).  

Os principais grupos de enzimas envolvidas na fase I são as monooxigenases 

flavoproteínas (FMOs) e as monooxigenases heme-proteínas (citocromo P450). Ambos 

os grupos são expressos em vertebrados aquáticos e invertebrados. Entretanto, os 

citocromos P450 dominam a literatura, em mamíferos e em espécies aquáticas 

(STEGEMAN; HAHN, 1994).  

O complexo multienzimático P450 é formado por heme-proteínas, ligadas às 

membranas do retículo endoplasmático liso dos hepatócitos; quando o ferro-heme é 

reduzido e complexado em monóxido de carbono, a reação absorve luz em 

comprimento de ondas próximo a 450 nm, daí o nome citocromo P450. As subfamílias 

CYP1, CYP2 e CYP3 estão envolvidas no metabolismo de compostos xenobióticos 

(compostos estranhos ao organismo) (LEWIS, 2001). 

A 7-etóxiresorufina O-desalquilase (atividade EROD), biomarcador de fase I da 

biotransformação é comumente utilizada para verificar a indução do citocromo P450, 

isoforma 1A, em organismos expostos a contaminantes, como HPA, dentre eles o BaP 

(VAN DER OOST et al., 2003). O complexo enzimático P450 também atua na 

metabolização de agrotóxicos, estando relacionado, por exemplo, ao aumento da 

toxicidade de OP tiônicos, pois este complexo enzimático (isoformas 2 e 3A, em 
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mamíferos) converte os agrotóxicos da forma tiônica à oxônica, (WHEELOCK et al., 

2005). A forma oxônica apresenta afinidade com a porção serina das B-esterases, 

ligando-se a elas e inativando a enzima.  

Outras isoformas substrato-específicas de P450 podem servir como ferramentas 

no diagnóstico de contaminação aquática, porém ainda são pouco estudadas, como a 7- 

pentóxiresorufina O-desalquilase (PROD) e a 7-benzilóxiresorufina O-desalquilase 

(BROD). Em mamíferos a atividade BROD é reconhecida como indicativo de isoformas 

3A, 1A e 2B (HARTL et al., 2007; ARUKWE et al., 2008; HAGEMEYER et al., 2010) 

e a PROD em mamíferos é atribuída à isoforma 2B (PORTE et al., 2002), porém até 

hoje não se sabe quais isoformas correspondem a essas atividades em peixes e outros 

animais aquáticos. A PROD foi estudada em gastrópodes expostos a BaP e se mostrou 

aumentada pelo contaminante (GAGNAIRE et al., 2010). A BROD se mostrou 

aumentada em peixes coletados em zona de refinaria de petróleo, considerada como 

área altamente impactada por HPA (TRISCIANI et al., 2011).  

Os metabólitos derivados dos compostos, produzidos durante a fase I da 

biotransformação, devem ser ligados a moléculas endógenas através de reações de 

conjugação (fase II). Este mecanismo bioquímico de defesa aumenta a 

hidrossolubilidade dos compostos facilitando a sua excreção. Dentre as enzimas mais 

importantes neste processo estão as glutationas S-transferases (GSTs), estando entre as 

mais abundantes classes de enzimas do fígado (KLAASSEN; WATKINS, 2011).  

A família das GSTs é composta por proteínas diméricas solúveis que atuam 

catalisando reações de conjugação entre uma grande variedade de compostos com a 

glutationa reduzida (GSH) (TAN et al., 1987). Essa reação ocorre via ataque 

nucleofílico da GSH em produtos derivados dos metabólitos formados na fase I da 

biotransformação, aumentando a hidrossolubilidade dessas moléculas, facilitando a sua 

excreção (HAYNE; PULFORD, 1995). 

O nível de atividade de glutationa S-transferase (GST), biomarcador de fase II da 

biotransformação, também é usualmente avaliado em casos de suspeita de contaminação 

uma vez que sua atividade aumentada pode indicar uma grande produção de metabólitos 

derivados da fase I da biotransformação de compostos (VAN DER OOST et al., 2003). 

Hyne e Maher (2003) sugerem o estudo da GST em casos de suspeita de contaminação 
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por agrotóxicos OP, por exemplo, uma vez que a enzima pode metabolizar certos 

compostos dessa categoria.  

A glutationa reduzida (GSH), um tripeptídeo com ação antioxidante, é cofator da 

GST na metabolização de compostos químicos, assim sua depleção sinaliza a ação da 

GST metabolizando o composto e também aumento no seu nível pode refletir estímulo 

de síntese para suprir o gasto pela GST frente a contaminantes ambientais (HELLOU et 

al. 2012). 

 A biotransformação de compostos químicos é tipicamente acompanhada de uma 

superprodução de espécies reativas de oxigênio as ERO, tais como o radical ânion 

superóxido (O2
�-), o peróxido de hidrogênio (H2O2) e radical hidroxil (�OH) (LÓPEZ-

BAREA; PUEYO, 1998).  

Quando a taxa na produção dessas ERO exceder a sua neutralização pela defesa 

antioxidante da célula, e para isso há a atuação de enzima como a catalase, a superóxido 

dismutase e a glutationa peroxidase, ocorrerá uma situação considerada como “estresse 

oxidativo” (EO). Agrotóxicos, derivados do petróleo, dentre outros contaminantes 

induzem ao EO em organismos aquáticos (LUSHCHAK, 2011). EO foi relatado após 

exposição aos agrotóxicos metil paration (OP), e clorpirifos (OP) e deltametrina (PI), 

por Monteiro et al. (2009) e Tuzmen et al. (2008), respectivamente. 

Os ácidos graxos poliinsaturados constituintes das biomembranas são bastante 

susceptíveis ao ataque por ERO. O abalo nas interações lipídicas leva a alterações 

estruturais ocasionando comprometimento funcional das biomembranas, e os 

hidroperóxidos derivados da peroxidação lipídica podem ser metabolizados originando 

uma série de produtos como alcanos, aldeídos, derivados epóxidos, entre outros. Esses 

subprodutos podem ser potencialmente citotóxicos, como é o caso do malondialdeído 

(MDA). Ele tem a capacidade de reagir com proteínas e também de promover lesão 

oxidativa no DNA (LOUREIRO et al., 2002). Estudos têm avaliado os níveis de MDA 

como indicativo de EO celular (CHUNG et al., 2013). Piner et al. (2007) observaram 

aumento de MDA em O. niloticus após 4 dias de exposição ao fention (OP). Cossu et al. 

(1997), em estudo de biomonitoramento com molusco, diagnosticaram aumento de 

MDA nos animais residentes no local contaminado por metais e HPAs, inclusive BaP.  

Os biomarcadores típicos para indicar exposição aos OP são as B-esterases, que 

possuem resíduo serina na sua estrutura química, sítio de ligação do agrotóxico. Os OP 
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classicamente inibem a atividade da acetilcolinesterase (AChE) e da carboxilesterase 

(CbE) (THOMPSON, 1991) enquanto que os PI tenderiam a induzir a atividade da CbE, 

pois a enzima participa da metabolização desses compostos que apresentam grupamento 

éster (WHEELOCK et al., 2008). A AChE, principal B-esterase, é responsável pela 

hidrólise da acetilcolina à colina e ácido acético nas sinapses, no tecido nervoso de 

vertebrados e invertebrados. As CbEs hidrolisam ésteres carboxílicos, presentes 

principalmente no fígado de vertebrados e glândulas digestivas de invertebrados. 

O diazoxon, diazinon bioativado, diminuiu a atividade da AChE em truta, carpa, 

zebrafish e lebiste conforme a concentração aumentou de 0,1 a 10 μM, após 30 minutos 

(KEIZER et al., 1995). Chandrasekera e Pathiratne (2005) expuseram O. niloticus a 10 

μg.L-1 do OP clorpirifos por 24 horas e observaram inibição da CbE no fígado.  

 

1.2.2 Genotoxicidade 

Muitos dos compostos químicos aos quais os organismos estão frequentemente 

expostos podem induzir modificações químicas no DNA. Estas modificações na 

estrutura do DNA são prejudiciais às células, uma vez que podem prejudicar processos 

vitais, tais como a duplicação do DNA e a transcrição gênica. Elas também podem 

causar mutações e aberrações cromossômicas. A mutação em célula somática pode levar 

ao câncer e em célula germinativa, à morte (aborto) ou a aberrações cromossômicas e 

consequentemente a doenças metabólicas congênitas (GRISOLIA, 2005).   

Os agentes mutagênicos ambientais são substâncias no ambiente que induzem 

alterações na molécula de DNA. Essas alterações podem ser corrigidas pelo próprio 

mecanismo de reparo das células, mas, quando não reparadas ou reparadas 

erroneamente, originam mutações no material genético (CONNOR; FERGUNSON, 

1993). 

 

1.2.2.1  O teste do micronúcleo 

Uma técnica simples, rápida e de baixo custo para a avaliação da 

mutagenicidade induzida por agentes contaminantes é o teste do micronúcleo (MN) 

(LANDOLT; KOCAN, 1983). Micronúcleos são estruturas delimitadas por membranas 

que contêm fragmentos cromossômicos ou cromossomos inteiros que não foram 
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incorporados a um dos núcleos filhos após a mitose. Segundo Fenech (2000) os MN 

podem ser resultantes de eventos celulares que levam a fragmentação do material 

genético, como, por exemplo, os fragmentos acêntricos (que perdeu o centrômero), 

decorrentes de quebras cromossômicas, durante o processo de divisão celular (por 

agente clastogênico); ou ainda de perdas de cromossomos inteiros, que não são 

incorporados ao núcleo principal, durante o ciclo celular (por agente aneugênico). 

Embora o micronúcleo possa se originar espontaneamente, a sua indução é comumente 

utilizada para se detectar danos no material genético, resultantes de agente mutagênico 

(HEDDLE et al., 1983).  

Os eritrócitos de peixes são usualmente submetidos a teste de MN na 

investigação de contaminação aquática por serem células nucleadas, e o sangue 

periférico, de fácil coleta (GRISOLIA et al., 2001). Além da análise de MN, alterações 

na morfologia e no envoltório nuclear, decorrentes de efeitos de substâncias químicas 

presentes na água podem ser observadas em eritrócitos de peixes. Estas alterações 

podem estar relacionadas com falhas na divisão celular, processo de morte celular e 

reações decorrentes de genotoxicidade e/ou mutagenicidade por compostos químicos 

ambientais (FENECH, 2000) e, portanto, podem ser usadas como indicativas de 

reatividade com o material genético, complementando a análise de micronúcleo.  

Carrasco et al. (1990) classificaram essas anormalidades, como: blebbed 

(evaginações sutis do envoltório nuclear); lobed (evaginação proeminente do envoltório 

nuclear); notched (invaginação do envoltório nuclear ou núcleo em forma de rim) e 

brokeneggs (pequena porção nuclear ligada ao núcleo principal por uma pequeno 

filamento nucleoplasmático). Estas alterações podem estar relacionadas com falhas na 

divisão celular, processo de morte celular e reações decorrentes de genotoxicidade de 

compostos ambientais (FENECH, 2000) e, portanto, podem ser usadas como indicativas 

de reatividade com o material genético, complementando a análise de MN.  

 

1.3  Situação dos ambientes aquáticos: “cocktail” de 

contaminates 

Estudos sobre os efeitos de multicontaminantes, situação corriqueira nos 

ambientes aquáticos, são de extrema importância, pois pouco se conhece a respeito 

dessa questão sobre a fisiologia dos organismos residentes. Trabalhos já realizados 
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sobre o assunto são ainda escassos e geralmente tratam de misturas de uma mesma 

categoria, de dois ou mais poluentes orgânicos, por exemplo, de agrotóxicos da mesma 

classe ou de diferentes HPA.  

A utilização de uma bateria de biomarcadores poderia ser útil para se avaliar a 

resposta frente a misturas de contaminantes em organismos sob estresse ambiental 

(WANG et al., 2010).Como já comentado, classicamente a inibição da atividade das B-

esterases é ferramenta no diagnóstico de exposição a agrotóxicos OP, enquanto o BaP é 

típico indutor de EROD, o E2 inibe a EROD, e o BaP e os agrotóxicos podem ser 

potenciais indutores da GST. Peroxidação lipídica e depleção ou estímulo de síntese de 

GSH ocorrem em situação de estresse oxidativo celular, e aumento na taxa de 

micronúcleos são atribuídos a agentes genotóxicos, como o BaP . Porém, nada ou muito 

pouco se sabe sobre o efeito da exposição a misturas desses contaminantes nos 

biomarcadores. É possível que os efeitos clássicos desses contaminantes possam ser 

afetados ou mascarados pelo efeito de outro contaminante presente em associação em 

ambientes contaminados. Em consonância com essa idéia, em estudos prévios de nosso 

grupo observamos que 500 μg.L-1 do BaP promoveu indução da EROD, mas quando 

associado a 500 μg.L-1 do diazinon, houve diminuição na atividade da enzima, 

revelando para a EROD o diazinon reduziu o efeito da pré-exposição ao BaP (TRIDICO 

et al., 2010).   

  

1.4  Estudo de monitoramento ambiental 

Estudos de monitoramento ambiental são rotineiros nos países do hemisfério 

norte a partir de 1980. No hemisfério sul, este tipo de estudo é mais recente. No Brasil 

especificamente, tem crescido nos últimos anos.  

A contaminação do meio aquático seja por atividades agrícolas, tratamento 

ineficaz de efluentes e desastres ecológicos representa um crescente problema no Brasil, 

como consequência do desenvolvimento acelerado e não controlado de nosso país. 

Deste modo, estudos diagnósticos da qualidade de nossas águas, sejam por análises 

químicas e/ou estudos com biomarcadores bioquímicos de contaminação, assumem um 

papel relevante no sentido de se avaliar áreas com potenciais riscos ambientais. 

Além do foco no efeito de misturas de contaminantes em peixes sob condições 

controladas de laboratório, esse trabalho de doutorado propôs também a aplicação 
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prática da metodologia dos biomarcadores bioquímicos em estudo de monitoramento 

ambiental, onde objetivamos fazer o diagnóstico da qualidade da água do rio Tietê que 

percorre o município de Araçatuba - SP. 

 Segundo avaliação da CETESB (Companhia de Tecnologia de Saneamento 

Ambiental) em 2006, o IVA - Índice de qualidade de água para proteção da vida 

aquática – foi classificado em “boa” qualidade, em média, ao longo do ano na região de 

Araçatuba. O IVA é determinado a partir da mensuração de parâmetros químicos e 

físicos, exclusivamente, sendo relevante um melhor esclarecimento a respeito das 

condições fisiológicas dos organismos residentes nessas águas.  

 

1.5  A cana-de-açúcar  

O Brasil é o maior produtor mundial de cana, o maior produtor de açúcar e 

segundo maior produto de álcool e São Paulo, o maior entre os estados produtores de 

cana (fonte: http://www.unica.com.br/faq/ - 25/11/2013).  

O plantio se dá no inicio do período chuvoso (outubro/novembro). Nos 

primeiros 90 dias a cultura fica mais susceptível às pragas e competição com plantas 

invasoras por isso requer o uso de agrotóxicos. É também quando a cultura ainda está 

baixa que se que se aplica a vinhaça no canavial, um adubo orgânico.  

No primeiro ano de estabelecimento a cana se desenvolverá, passando por um 

período de repouso de 4 meses, correspondente a estação seca (junho a setembro, 

retornando o seu crescimento na estação chuvosa subsequente. O corte se dará no 

próximo período seco. A queimada do canavial se faz para que remove a palhada e isso 

facilita e agiliza o corte pelos cortadores.  

As usinas sucroalcooleiras apresentam elevado potencial poluidor do ponto de 

vista ambiental. A queima da palha libera HPAs, como BaP, monóxido de carbono e 

óxidos de nitrogênio na atmosfera.  

 

1.6  Os organismos-teste 

Os poluentes são potencias desreguladores dos ecossistemas aquáticos e a opção 

pela ictiofauna como sentinela nesse estudo deveu-se ao fato do grupo possuir grande 
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representatividade nos ecossistemas dulcícolas, abrange vários níveis tróficos, participa 

de complexas relações interespecíficas com os mais diversos grupos de organismos 

aquáticos e apresenta alta taxa de assimilação dos poluentes (VAN DER OOST et al., 

2003). Dessa forma é pertinente supor que perturbações na sua fisiologia, atribuídas ao 

contaminante, poderão vir a acarretar em consequências para a sua fisiologia, 

comportamento, ecologia e reprodução. 

 

1.6.1  A espécie Oreochromis niloticus 

A espécie, de origem africana, foi introduzida no Brasil em 1971 em açudes do 

nordeste, e no sudeste em 1982 e se adapta facilmente as condições ambientais 

brasileiras. Particularmente no estado de São Paulo, é a principal espécie cultivada em 

aquicultura, para fonte alimentar.  

De acordo com Alves-Costa (2001), a espécie é um excelente organismo-teste 

para ensaios de avaliação da toxicidade de substâncias presentes em ambientes 

aquáticos.  A presença de contaminantes nos ambientes de produção pode gerar danos a 

saúde dos animais e ambiental e os estudos com os biomarcadores pode ser uma 

ferramenta na avaliação da toxicologia ambiental. 
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2.  Objetivos 

� avaliar respostas bioquímicas e genotoxicidade em tilápia do Nilo adulta 

(Oreochromis niloticus), decorrentes de exposição subletal crônica a 

benzo(a)pireno  e 17�-estradiol (DE) e agrotóxicos diazinon (OP) e cipermetrina 

(PI), isoladamente e em misturas; 

� avaliar a qualidade da água do rio Tietê no município de Araçatuba – SP, 

sob influência de atividades canavieiras e de condomínio náutico, por meio de 

biomarcadores bioquímicos e de genotoxicidade em tilápia. 
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Capítulo I 

Exposição aos contaminantes isolados e em misturas em baixas e 

altas concentrações 

Os contaminantes raramente estão sozinhos nos ambientes aquáticos; eles 

geralmente estão presentes em misturas nos ambientes aquáticos, logo as interações 

entre os compostos podem potencializar a biodisponibilidade, a absorção, e a 

biotransformação desse “coktail” de compostos.  

Os organismos são continuamente expostos a misturas de vários poluentes, de 

diferentes composições químicas, e seus metabólitos. Se os compostos químicos em 

uma mistura têm diferentes sítios-alvo, não interagem entre si e têm diferentes 

mecanismos, eles agem de forma independente. Se os compostos químicos não 

interagem, mas agem no mesmo alvo e têm mecanismos de toxicidade semelhante, o 

efeitos são tipicamente aditivo.  

São exemplos na natureza de fontes de emissão de mistura de poluente as 

estações de tratamento de águas residuais de efluentes e escoamento do campo.  

 

Objetivos 

� Testar qual das concentrações testadas promove resposta mais acentuada 

nas tilápias;  

� Testar se essa resposta é concentração-dependente; 

� Testar se o efeito de um contaminante sob seu biomarcador específico é 

afetado pela presença de outros contaminantes na mistura; 

� Testar se os efeitos da mistura dos contaminantes em altas concentrações 

diferem dos efeitos da mistura em baixas concentrações. 

 

I.  Material e Métodos 

Os espécimes de tilápias (Oreochromis niloticus) usados nesse trabalho foram 

todos machos adultos.  O estudo dos efeitos de desreguladores endócrinos estrogênicos, 
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como é caso dos compostos E2 e BaP, é recomendado em organismos machos visto que 

eles quando expostos a essa categoria de DE são potencialmente sensíveis aos seus 

efeitos. 

Os peixes usados nos experimentos de exposição foram cedidos pela APTA 

(Agência Paulista de Tecnologia dos Agronegócios) – Monte Alegre do Sul - SP. Os 

animas são então transferidos para a EMBRAPA – Meio Ambiente, em Jaguariúna - SP, 

que conta com excelente infraestrutura para manutenção e criação dos peixes. Os dados 

biométricos dos peixes estão na tabela 1. 

Antes dos experimentos os peixes eram alimentados com ração petelizada (24% 

de proteína), uma vez ao dia.  

 

Tabela 1: Dados biométricos dos peixes da espécie Oreochromis niloticus usados nos 
experimentos.  

Experimento Peso (g) Tamanho (cm) 
Contaminantes individuais (I): dez 2010 235,15 ± 53,22 19,28 ± 1,51 
Todos os contaminantes misturados (II): set 2011 185,84 ± 52,10 17,66 ± 1,51 

Os valores estão expressos em média ± desvio-padrão. 

 

O projeto teve aprovação da Comissão de Ética na Experimentação Animal da 

“Universidade Estadual Paulista” – (CEEA) IBILCE/UNESP, protocolo no 025/2010.  

 

a) A determinação das concentrações dos contaminantes 

Experimento realizado anteriormente em nosso laboratório com biomarcadores 

bioquímicos em O. niloticus mostrou efeito subletal do diazinon, como inibição da 

AChE no cérebro em 74% a 1 mg.L-1, sendo que 2 mg.L-1 foi letal (30 g) 

(RODRIGUES, 2009) e Tridico et al. (2010) não observaram efeito a 0,5 mg.L-1. No 

entanto Elnwishy et al. (2007) determinaram a LC50 do DZN em 2,8 mg.L-1 por 96 

horas para a espécie (40 g), assim optou-se por testar nesse trabalho as concentrações de 

220, 500 e 1260 �g. L-1 do diazinon. 

  Foi também testado previamente o E2 a 5 e 15 �g.L-1 na espécie e observou-se 

indução da BROD a 5 μg.L-1 e da PROD a 15 μg.L-1 (BITENCOURT, 2011) e Teles et 

al. (2005) relatam decréscimo na atividade EROD em Sparus aurata expostos a 4 �g.L-1 

de E2. Estudos detectaram concentração de 5 μg.L-1 do hormônio no Rio Atibaia em 
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Campinas/SP (SODRÉ et al., 2007) e 25,8 ng.L-1 no Córrego Rico em Jaboticabal/SP 

(LOPES et al., 2010), por isso optou-se por testar as concentrações de 0,5; 2,5 e 5 μg.L-

1 do E2.  

Em estudo prévio observou-se também que o BaP a 500 μg.L-1 induziu a EROD 

em O. niloticus (TRIDICO et al., 2010) no entanto Costa et al. (2009) relatam indução 

com 10 μg.L-1 do composto na espécie, o que levou a proposta em testar as 

concentrações de 10, 100 e 500 μg.L-1 do composto.  

Para o agrotóxico cipermetrina Sarikaya (2009) estabeleu LC50 em 5,99 �g.L-1 

por 96 horas (25 g) para O. niloticus, sendo que Uner et al. (2001) relatam efeitos em 

parâmetros oxidativos na espécie com 3 �g.L-1 e Korkmaz et al. (2009) observaram 

alterações morfológicas no fígado da espécie sob 0,22 �g.L-1 por isso nesse trabalho 

foram testadas as concentrações de 0,5; 1,5 e 3 �g.L-1 do composto. 

 

b) Os experimentos de exposição controlada aos contaminantes 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Ecotoxicologia Aquática 

(LEA), na EMBRAPA – Jaguariúna (Fig. 1).  

Durante os experimentos os peixes foram mantidos em aquários de vidro de 80 x 

50 x 50 cm (comprimento x largura x altura) com 100 litros de água desclorada, de poço 

artesiano, sob constante aeração e temperatura controlada de 25 ± 0,5o C e privados de 

alimentação durante o período de experimental. Antes da adição dos contaminantes eles 

foram aclimatados nos aquários por 3 dias. 
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Figura 1: Laboratório de Ecotoxicologia Aquática. A e B: área de experimentação animal. C e D: coleta 
de material biológico. 

 

No experimento I foram usados 78 animais divididos em 13 aquários, formando 

1 grupo controle (sem contaminante) e 12 grupos tratados, com 3 concentrações de cada 

um dos 4 contaminantes individualmente, por 5 dias, conforme mostra a figura 2.  

As concentrações de benzo(a)pireno usadas foram: 10, 100 e 500 μg.L-1, de 

diazinon (OP) foram 220, 500 e 1260 μg.L-1, de cipermetrina (PI) foram 0,5; 1,5 e 3,0  

μg.L-1 e de 17�-estradiol foram 0,5; 2,5 e 5,0 μg.L-1. 
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Figura 2: Representação esquemática do experimento I. As tilápias Oreochromis niloticus foram expostas 
por 5 dias aos diferentes contaminantes, individualmente, em 3 concentrações. 

 

No experimento II foram usados 18 peixes divididos em 3 aquários, formando 1 

grupo controle, 1 grupo exposto à mistura dos 4 contaminantes, em concentrações 

previamente consideradas baixas, e 1 grupo exposto à mistura dos 4 contaminantes, em 

concentrações previamente consideradas altas, por 5 dias, conforme a figura 3.  

As concentrações de usadas na mistura em baixa concentração foram: 

benzo(a)pireno: 10, μg.L-1, diazinon 220μg.L-1, cipermetrina 0,5μg.L-1 e 17�- 0,5μg.L-1; 

na mistura em alta concentração foram 100, μg.L-1, diazinon 500μg.L-1, cipermetrina 

1,5μg.L-1 e 17�- 2,5μg.L-1. 

 

Figura 3: Representação esquemática do experimento II.  As tilápias Oreochromis niloticus foram 
expostas aos 4 contaminantes, misturados, por 5 dias. Baixas concentrações: 10 �g.L-1 de benzo(a)pireno; 
220 �g.L-1  de diazinon; 0,5 �g.L-1  de cipermetrina; 0,5 �g.L-1 de 17�-estradiol. Altas concentrações: 100 
�g.L-1 de benzo(a)pireno; 500 �g.L-1 de diazinon; 1,5 �g.L-1 de cipermetrina; 2,5 �g.L-1 de 17�-estradiol. 

 



																																																																																		$������	I	

���
�

 A água contaminada, resultante dos experimentos, foi tratada por um sistema de 

biofiltro (fig. 4) desenvolvido pelo engenheiro agrônomo da EMBRAPA – Jaguariúna, 

Luiz Guilherme Rebello Wadt, para absorção e degradação dos contaminantes. O 

sistema, composto de quatro caixas de PVC, blocos de argila e planta aquática (vetiver), 

funciona pelo processo de recirculação de água.  

A primeira caixa recebe a água a se tratada; a segunda é preenchida com blocos 

de argila, sem as plantas, para facilitar a lavagem; a terceira, com blocos de argila e 

plantas aquáticas, que têm grande capacidade de produzir biomassa radicular a ainda 

libera um complexo de enzimas que aceleram o processo de degradação de 

contaminantes na água. A quarta caixa é composta do mesmo material e tem a mesma 

função. A água da primeira caixa ou reservatório fica recirculando pelo sistema por 2 

meses e então estar pronta para ser reutilizada para irrigação. 

 

 

Figura 4: Sistema de biofiltro para remoção dos contaminantes da água resultantes dos experimentos, 
desenvolvido pela EMBRAPA – Meio Ambiente, com a planta vetiver (Vetiveria zizanioides). 

 

 

c) Coleta do material biológico 

Transcorridos os períodos experimentais os peixes foram sedados com 

benzocaína (65 mg/L de água) e eutanasiados por secção cervical.  

No primeiro experimento foi dissecado o fígado dos peixes e no segundo 

experimento foram dissecados o fígado, brânquias e encéfalo (Fig. 5), e coletado sangue 

por punção caudal com seringa heparinizada (4 cc).  

Os tecidos foram imediatamente congelados a – 80 oC na EMBRAPA e 

transportados para São José do Rio Preto em gelo seco. Com o sangue foi feito 
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esfregaço (duas lâminas por peixe) no momento da coleta do sangue e o material foi 

fixado em metanol PA por 10 minutos para estocagem à temperatura ambiente e 

posterior coloração. 

 

 

Figura 5: A: Tilápia Oreochromis niloticus. B: fígado. LD: lobo direito, LE: lobo esquerdo, VB: vesícula 
biliar. C: brânquia. AB: arco branquial, La: lamela. D: encéfalo. Ce: cérebro, BO: bulbo óptico, Cb: 
cerebelo, Bu: bulbo. 

 

 

d) Avaliação das esterases 

Para o estudo da carboxilesterase (CbE), fragmentos de fígado e brânquia foram 

homogeneizados (1:4 massa:vol)  em tampão Tris HCl 0,1 M; pH 8,0 e centrifugados 

por 20 min a 9168 x g. A fração sobrenadante foi coletada e estocada a – 30 ºC. A 

atividade da CbE foi medida pelo método de Ellman et al. (1961). Feniltioacetato foi 

usado como substrato e a reação do DTNB com o substrato foi monitorada a 412 nm 

por espectrofotômetro. 

Para o estudo da acetilcolinesterase (AChE), fragmento de encéfalo foi 

homogeneizado (1:4 massa:vol) em tampão Tris HCl 0,1 M; pH 8,0 e centrifugado por 

20 min a 9168 x g. A fração sobrenadante foi coletada e estocada a – 30 ºC. A atividade 

da AChE foi medida pelo método de Ellman et al. (1961). Iodeto de acetiltiocolina foi 
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usada como substrato e a reação do DTNB com o substrato foi monitorada a 412 nm por 

espectrofotômetro. 

 

e) Avaliação da glutationa S-transferase (GST) e isoformas do complexo 

P450 (CYP) 

Para a análise enzimática da GST fragmentos de fígado e brânquia, e para 

EROD, BROD e PROD fragmentos de fígado foram homogeneizados (1:8 massa:vol)  

em tampão Tris HCl 50 mM, EDTA 1 mM, DTT 1 mM, sacarose 0,5 M; pH 7,4 

contendo inibidor de protease (PMSF 100 μM), e centrifugado a 9168 x g por 20 

minutos. A fração sobrenadante foi coletada e centrifugada novamente a 50.000 x g por 

60 minutos, gerando uma fração sobrenadante e um pellet.  

A atividade enzimática da GST foi medida na fração sobrenadante e as 

atividades da EROD, BROD e PROD, como indicativos de citocromo P450 foram 

medidas no pellet macerado manualmente em tampão Tris-HCl 0,1 M; EDTA 1 mM; 

DTT 1 mM; KCl 0,1M e 20% de glicerol; pH 7,5. 

As atividades da EROD, BROD e PROD foram avaliadas segundo o método de 

Burke e Mayer (1985). Os substratos 7-etóxiresorufina, 7-benzilóxiresorufina e 7-

pentóxiresorufina foram usados nos ensaios da EROD, BROD e PROD 

respectivamente, na concentração final de 5 μM. A formação do produto fluorescente, a 

resorufina (� excit = 537 nm, � emiss = 583 nm), foi monitorado por 3 minutos a 30 oC por 

espectrofotômetro fluorímetro. Foi feita uma curva padrão com concentrações 

conhecidas de resorufina e usada para quantificar resorufina formada nos ensaios das 

isoformas.   

A análise da GST foi realizada segundo o método de Keen et al. (1976). A 

amostra foi adicionada em um meio de reação contendo CDNB, como substrato, e 

glutationa reduzida, e o aumento de absorbância devido à formação do produto CDNB-

SG foi acompanhado a 340 nm por espectrofotômetro.  

A quantificação de proteínas total das amostras foi realizada segundo o método 

de Bradford (1976). Os valores das atividades da GST, AChE e CbE foram expressos 

como U/mg de proteína e os valores da atividade da EROD, BROD e PROD foram 

expressos como pmol resorufina/min/mg proteína. A quantificação de proteínas foi 

realizada por espectrofotômetro de cubetas ou por leitor de microplacas 
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f) Avaliação da peroxidação lipídica (níveis de MDA) 

Para análise dos níveis de malondialdeído (MDA) fragmentos de fígado e 

brânquia foram homogeneizados (1:3 massa:vol)  em tampão Tris HCl, 0,1 M, pH 8,0. 

Em seguida, foi adicionado 300 μL de solução de TBA 0,4% diluído em HCl 0,2 M. As 

amostras foram incubadas por 40 minutos a 90 oC. Após este período, as amostras de 

MDA-TBA foram extraídas com 1 mL de n-butanol após centrifugação por 3 min a x 

1123 g e mantidas à 0 oC por 15 minutos e posteriormente injetadas diretamente no 

HPLC (20 μL) acoplado a um detector UV e monitoradas a 532 nm (ALMEIDA et al., 

2003; 2004).  

A fase móvel consistiu em solução KH2PO4 50 mM, pH 7,0 com 40 % metanol, 

bombeada (1 ml.min-1). A coluna utilizada foi LC-18 (150 x 4,6 mm, 5 �m de diâmetro 

de poro).  

A quantificação do MDA foi feita com base em uma curva padrão injetando-se 

previamente no HPLC concentrações conhecidas de padrões autênticos de MDA 

derivatizado com o TBA. Os dados foram expressos em pmol MDA/mg tecido. 

 

g) Avaliação dos níveis de glutationa reduzida (GSH) 

 Para análise dos níveis de GSH nos tecidos, fragmentos de fígado e brânquia 

foram homogeneizados (50 mg) em 500 μL de ácido perclórico 0,25 M / 10% metanol e 

centrifugados a 9168 x g por 5 minutos a 4oC. A fração sobrenadante foi coletada. 

 A análise de GSH foi realizada por meio de HPLC acoplado a um detector 

eletroquímico, seguindo a metodologia de Rodríguez-Ariza et al. (1994). O detector foi 

ajustado para os potencias de 300 mV (canal 1) para GSH e 650 mV (canal 2) para 

GSSG.  

 A fase móvel consistiu em solução fosfato de sódio monobásico 50 mM, ácido 

octanosulfônico 0,25 mM e acetonitrila 2%, pH 2,5; bombeada (0,9 mL.min-1). A 

coluna usada foi C-18 (250 x 4,6 mm 5 �m de diâmetro de poro). As amostras foram 

filtradas em filtros de polietileno e posteriormente 20 μL foram injetados.  

A quantificação de GSH foi feita com base em uma curva padrão injetando-se 

previamente no HPLC concentrações conhecidas de padrões autênticos de GSH 
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preparado a partir de uma solução estoque a 10 mg/mL em fase móvel. A concentração 

de GSH foi expressa em nmol/g tecido. 

 

h) Teste do micronúcleo 

 Para o teste do micronúcleo e anormalidades nucleares, após a fixação dos 

esfregaços procedeu-se o processo de coloração pela reação de Schiff, seguindo o 

protocolo:  

1. colocar as lâminas no recipiente com HCl 10% e deixar em banho-maria à 60oC por 11 

min; 

2. lavar as lâminas com água destilada, na cumbuca; 

3. colocar o reativo de Shiff na cumbuca e embrulhar com papel alumínio e colocar no 

escuro por 2 horas; 

4. devolver o reativo de Shiff e lavar as lâminas com água destilada, na cumbuca; 

5. colocar as lâminas para secar, no rack, overnigh.   

Após a coloração, em cada lâmina foram analisados 1500 eritrócitos, totalizando 

3000 eritrócitos por peixe, em objetiva de 100x, em óleo de imersão, no microscópio de 

luz.  

 Durante as análises, além da contagem dos micronúcleos, os núcleos foram 

avaliados para a presença de anomalidades que, quando notadas foram classificadas 

como blebbed, lobed, notched, brokeneggs, célula binucleada e cariólise, de acordo com 

Carrasco et al. (1990).  

Todos os reagentes usados nas análises bioquímicas, inclusive os contaminantes, 

foram comprados da Sigma-Aldrich. 

Todos os resíduos químicos resultantes das análises bioquímicas foram 

armazenados em recipientes apropriados e recolhidos pela Comissão Interna de 

Segurança Química do IBILCE/UNESP. 

 

i) Análise estatística  

As análises estatísticas foram realizadas no software Statistica 7.1 com auxílio 

do BioEstat 5. Foram usadas como apoio as bibliografias Biostatiscal Analysis (ZAR, 
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2010) e Experimental Design and Data Analysis for Biologists (QUINN; KEOUGH, 

2002).

No experimento I os dados foram submetidos à análise por regressão linear e 

polinomial para se testar se havia relação entre a variação da atividade da enzima pela 

variação do nível da concentração dos contaminantes. Também foi realizada análise de 

variância para nos mostrar qual concentração causaria alteração significante dos 

biomarcadores em relação ao grupo controle e assim poderíamos determinar as 

concentrações (baixa e alta) de cada contaminante que seriam usadas nas misturas.  

Para os dados dos experimentos I e II foram aplicados o teste de normalidade de 

Shapiro-Wilk e o teste de homogeneidade das variâncias (Levene).  Para dados 

paramétricos e homogêneos aplicou-se Anova one-way seguido do teste post hoc de 

Tukey. Para os dados não paramétricos e/ou não homogêneos foi aplicado Kruskal-

Wallis seguido do teste post hoc de Dunn.  

Os resultados foram expressos em média ± desvio padrão. Diferenças 

significativas foram aceitas para valor de p < 0,05.  

 

II. Resultados 

a) Análise por regressão 

A atividade da CbE no fígado mostrou relação linear negativa em relação à 

concentração do diazinon (OP) nas tilápias (p < 0,07) e fraca interação (R2 < 0,3).

A atividade da BROD no fígado mostrou relação polinomial (parabólica) 

negativa em relação à concentração do E2 nas tilápias (p < 0,05) e moderada interação 

(R2 > 0,3). A figura 6 mostra os gráficos de regressão para as atividades em função das 

concentrações dos contaminantes. 
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Figura 6. Gráficos de dispersão em Oreochromis niloticus expostas por 5 dias aos contaminantes. A: 
Regressão linear. Atividade da carboxilesterase x concentração do diazinon. B: Regressão parabólica. 
Atividade da 7-benzilóxiresorufina O-desalquilase x concentração do 17�-estradiol. 

 

A tabela 2 apresenta as informações referentes à análise por regressão. Para os 

demais tratamentos o modelo de função linear e polinomial não é indicado, ou seja, a 

interação entre as variáveis dependente em função da variável independente não se 

mostrou significativa, para p < 0,05 para estimar os valores das atividades enzimáticas 

analisadas em função das concentrações dos contaminantes testadas. 

 
Tabela 2: Dados gerados pelas regressões do experimento I 
de exposição de Oreochromis niloticus aos contaminantes 
benzo(a)pireno, 17�-estradiol, cipermetrina e diazinon por 5 
dias, individualmente. 

a: coeficiente angular 
b: coeficiente de regressão 
c: coeficiente livre 
R2: ajuste dos pontos da reta de regressão 
 

* Significativo para p < 0,05. 
 

 

 R2 a b c p 

BROD - 17�-estradiol 0,3189 -1,1166 8,0043 14,322 0,0117* 
CbE - diazinon 0,2546 -0,0003 0,8346  0,0657 
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b) Análise de comparação entre os grupos experimentais 

O E2 na concentração intermediária de 2,5 �g.L-1 promoveu aumento na 

atividade da EROD no fígado das tilápias após 5 dias de exposição,  porém as outras 

concentrações e o BaP, o diazinon e a cipermetrina não afetaram a enzima (Fig. 7). 

 
Figura 7: Atividade da enzima EROD (7-etóxiresorufina O-desalquilase) no fígado de Oreochromis 
niloticus após 5 dias de exposição aos contaminantes individualmente. * indica diferença significativa 
entre o grupo controle (p < 0,05). Teste de Dunn. 
 

As 3 concentrações do BaP (10, 100 e 500 �g.L-1) causaram aumento na 

atividade da BROD no fígado das tilápias e também a concentração de 1,5 �g.L-1 da 

cipermetrina (intermediária). O diazinon e o E2 não afetaram a atividade da enzima 

(Fig. 8). 

 
Figura 8: Atividade da enzima BROD (7-benzilóxiresorufina O-desalquilase) no fígado de Oreochromis 
niloticus após 5 dias de exposição aos contaminantes individualmente. * indica diferença significativa 
entre o grupo controle (p < 0,05). Teste de Dunn. 
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O E2 na maior concentração (5,0 �g.L-1) promoveu diminuição na atividade da 

PROD no fígado das tilápias. As demais concentrações e o BaP, diazinon e a 

cipermetrina não afetaram a enzima (Fig. 9).  

 

Figura 9: Atividade da enzima PROD (7-pentilóxiresorufina O-desalquilase) no fígado de Oreochromis 
niloticus após 5 dias de exposição aos contaminantes individualmente. * indica diferença significativa 
entre o grupo controle (p < 0,05). Teste de Tukey. 
 

O E2 na menor concentração (0,5 �g.L-1) causou diminuição na atividade da 

GST no fígado das tilápias. As demais concentrações e o BaP, o diazinon e a 

cipermetrina não afetaram a enzima (Fig. 10).  

 
Figura 10: Atividade da enzima glutationa S-transferase  no fígado de Oreochromis niloticus após 5 dias 
de exposição aos contaminantes individualmente. * indica diferença significativa entre o grupo controle 
(p < 0,05). Teste de Dunn. 
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O diazinon causou inibição da CbE no fígado das tilápias, nas 3 concentrações. 

Os demais contaminantes não afetaram a enzima (Fig. 11). 

 
Figura 11: Atividade da enzima carboxilesterase no fígado de Oreochromis niloticus após 5 dias de 
exposição aos contaminantes individualmente. * indica diferença significativa entre o grupo controle (p < 
0,05). Teste de Dunn. 
 

A mistura em alta concentração dos contaminantes promoveu aumento na 

atividade da EROD e BROD no fígado das tilápias após 5 dias de exposição (fig. 12-A e 

12-B, respectivamente). A atividade da PROD não foi afetada pelas misturas (Fig. 12-

C). 

 
Figura 12: Atividade de enzimas de fase I no fígado de Oreochromis niloticus após 5 dias de exposição às 
misturas dos contaminantes. Baixas concentrações: 10 �g.L-1 de benzo(a)pireno; 220 �g.L-1 de diazinon; 
0,5 �g.L-1 de cipermetrina; 0,5 �g.L-1 de 17�-estradiol. Altas concentrações: 100 �g.L-1 de 
benzo(a)pireno, 500 mg.L-1 de diazinon; 1,5 �g.L-1 de cipermetrina; 2,5 �g.L-1 de 17�-estradiol. * indica 
diferença significativa entre o grupo controle (p < 0,05). Teste de Tukey. 
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As misturas dos contaminantes não afetaram a atividade da enzima GST no fígado 

e nas brânquias das tilápias (Figs. 13-A e B).  

 
Figura 13: Atividade de enzima glutationa S-transferase no fígado de Oreochromis niloticus após 5 dias 
de exposição às misturas dos contaminantes. Baixas concentrações: 10 �g.L-1 de benzo(a)pireno; 220 
�g.L-1 de diazinon; 0,5 �g.L-1 de cipermetrina; 0,5 �g.L-1 de 17�-estradiol. Altas concentrações: 100 �g.L-

1 de benzo(a)pireno, 500 mg.L-1 de diazinon; 1,5 �g.L-1 de cipermetrina; 2,5 �g.L-1 de 17�-estradiol. 
 
 

As misturas dos contaminantes não afetaram a atividade da enzima AChE no 

encéfalo das tilápias (Fig. 14). 

 
Figura 14: Atividade de enzima acetilcolinesterase no encéfalo de Oreochromis niloticus após 5 dias de 
exposição às misturas dos contaminantes. Baixas concentrações: 10 �����de benzo(a)pireno; 220 ������

de diazinon; 0,5 �g.L-1 de cipermetrina; 0,5 �g.L-1 de 17�-estradiol. Altas concentrações: 100 ������de 
benzo(a)pireno, 500 mg.L-1 de diazinon; 1,5 �g.L-1 de cipermetrina; 2,5 �g.L-1 de 17�-estradiol.  
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As misturas, em alta e baixa concentrações, causaram inibição da CbE no fígado 

das tilápias (Fig. 15-A) mas não causaram efeito na brânquia (Fig. 15-B).   

 
Figura 15: Atividade de enzima carboxilesterase no fígado e  na brânquia de Oreochromis niloticus após 
5 dias de exposição às misturas dos contaminantes. Baixas concentrações: 10 �g.L-1 de benzo(a)pireno; 
220 �g.L-1 de diazinon; 0,5 �g.L-1 de cipermetrina; 0,5 �g.L-1 de 17�-estradiol. Altas concentrações: 100 
�g.L-1 de benzo(a)pireno, 500 mg.L-1 de diazinon; 1,5 �g.L-1 de cipermetrina; 2,5 �g.L-1 de 17�-estradiol. 
* indica diferença significativa entre o grupo controle (p < 0,05). Teste de Dunn. 

 

As misturas dos contaminantes não afetaram os níveis de MDA no fígado das 

tilápias (Fig. 16-A), porém na brânquia, a mistura em altas concentrações diminuiu o 

nível de MDA nas tilápias (Fig. 16-B).  

 
Figura 16: Níveis de malondialdeído no fígado e brânquia de Oreochromis niloticus após 5 dias de 
exposição às misturas dos contaminantes. Baixas concentrações: 10 �g.L-1 de benzo(a)pireno; 220 �g.L-1 

de diazinon; 0,5 �g.L-1 de cipermetrina; 0,5 �g.L-1 de 17�-estradiol. Altas concentrações: 100 �g.L-1 de 
benzo(a)pireno, 500 mg.L-1 de diazinon; 1,5 �g.L-1 de cipermetrina; 2,5 �g.L-1 de 17�-estradiol. * indica 
diferença significativa entre o grupo controle (p < 0,05). Teste de Tukey. 
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Os níveis de GSH foram afetados nos dois tecidos nas tilápias e de forma 

diferente pelas misturas. No fígado ocorreu uma diminuição gradual no nível da GSH 

com o aumento da concentração da mistura dos contaminantes (Fig. 17-A). Na brânquia 

ocorreu um aumento gradual no nível de GSH com o aumento da concentração da 

mistura (Fig. 17-B). 

 
Figura 17: Níveis de glutationa reduzida no fígado e brânquia de Oreochromis niloticus após 5 dias de 
exposição às misturas dos contaminantes. Baixas concentrações: 10 �g.L-1 de benzo(a)pireno; 220 �g.L-1 

de diazinon; 0,5 �g.L-1 de cipermetrina; 0,5 �g.L-1 de 17�-estradiol. Altas concentrações: 100 �g.L-1 de 
benzo(a)pireno, 500 mg.L-1 de diazinon; 1,5 �g.L-1 de cipermetrina; 2,5 �g.L-1 de 17�-estradiol. * indica 
diferença significativa entre o grupo controle (p < 0,05). Teste de Tukey. 

 

O teste do micronúcleo não mostrou aumentou significativo na frequência de 

micronúcleos promovido pelas misturas dos contaminantes e as misturas também não 

causaram alterações na frequência de anormalidades nucleares nos eritrócitos das 

tilápias (Fig. 18).  

 
Figura 18: Taxa de micronúcleo e anormalidades nucleares nos eritrócitos de Oreochromis niloticus após 
5 dias de exposição às misturas dos contaminantes. Baixas concentrações: 10 �g.L-1 de benzo(a)pireno; 
220 �g.L-1 de diazinon; 0.5 �g.L-1 de cipermetrina; 0.5 �g.L-1 de 17�-estradiol. Altas concentrações: 100 
�g.L-1 de benzo(a)pireno; 500 �g.L-1 de diazinon; 1.5 �g.L-1 de cipermetrina; 2.5 �g.L-1 de 17�-estradiol.  
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As frequências de anormalidades foram observadas na seguinte ordem: notched > 

lobed > blebbed > brokeneggs. Não foi observada célula binucleada e cariólise.   

 

Tabela 3: Incidência de anormalidades nucleares (média e desvio 
padrão) em eritrócitos de Oreochromis niloticus após 5 dias de 
exposição a misturas de contaminantes.  

Alterações Controle Baixa concentração Alta concentração 
BL 7,2 ± 4,19 2,4 ± 1,51 2,2 ± 2,48 
NT 26,0 ± 19,06 48,6 ± 11,10 32,6 ± 29,55 
LB 6,2 ± 5,56 5 ± 5,19 6,0 ± 5,65 
BE 3,0 ± 1,41 1,6 ± 1,51 1,6 ± 2,60 
BN 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 
CA 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 
MT 7,0 ± 7,23 9,6 ± 4,30 7,0 ± 11,38 
TA 352 426 352 

NCA 18000 18000 18000 
BL: núcleo blebbed; NT: núcleo notched; LB: lobed: BE: brokeneggs; BN: célula 
binucleada; CA: cariólise; MT: média total; TA: total de células analisadas com 
alterações; NCA: número total de células analisadas.  
Baixa concentração: 10 �g.L-1 de benzo(a)pireno; 220 �g.L-1 de diazinon; 0.5 
�g.L-1 de cipermetrina; 0.5 �g.L-1 de 17�-estradiol. Alta concentração: 100 �g.L-1 
de benzo(a)pireno; 500 �g.L-1 de diazinon; 1.5 �g.L-1 de cipermetrina; 2.5 �g.L-1 
de 17�-estradiol. Teste de Kruskal-Wallis. 

  

 

III. Discussão 

Analisando a interação concentração-resposta, a curva de efeito para a atividade 

da CbE mostrou que à medida que aumenta a concentração do diazinon, a atividade da 

enzima no fígado diminui linearmente. 

O OP clorpirifos a 10-4 M inativou a CbE, in vitro, no crustáceo Procambarus 

clarkii (VIOQUE-FERNÁNDEZ et al., 2007) e no girino de Scinax fuscovarius, 1 e 3 

mg.L-1 de diazinon causou inibição da CbE após 2 dias (LEITE et al., 2010). Em O. 

niloticus Tridico et al. (2010) observaram inibição da CbE após 5 dias com 500 μg.L-1. 

As CbEs são enzimas que hidrolisam compostos xenobióticos que contenham 

grupamento éster como os piretróides, assim a cipermetrina poderia induzir a atividade 

da enzima, que atuaria na sua metabolização mas isso não foi observado. Wheelock et 

al. (2005) testaram o PI esfenvalerato de 0,01 a 1 μg.L-1 em Chinook salmon a também 

não observaram efeito do composto ne espécie. Em mamíferos sabe-se que as isoformas 

hCE-1 e hCE-2 hidrolisam os piretróides (ROSS et al., 2006). Porém para peixes as 

isoformas envolvidas nesse processo ainda não estão estabelecidas.  
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Na representação gráfica da relação dose-resposta, as curvas de efeito são 

geralmente sigmóides, para a maioria dos compostos químicos e a curva de distribuição 

normal sigmóide tem uma proporção linear entre 16 e 84% (KLAASSEN; WATKINS, 

2011). A curva correspondente à ação de estrogênios e substâncias que mimetizam os 

estrogênios tem a forma de U invertido, num conceito conhecido por Hormese. 

Caracteristicamente para compostos químicos em geral a resposta é proporcional à dose 

até um limite máximo de resposta. Para hormônios em geral, na hormese, os efeitos 

benéficos são promovidos por doses baixas, sendo que as doses maiores tendem a 

desativar o sistema de resposta ou produzir efeitos adversos.  

Observamos na curva de efeito para a atividade da BROD em função do E2 que 

à medida que aumenta a concentração do hormônio inicialmente a atividade aumenta, 

porém, à proporção que a concentração continua a crescer, a atividade passa a decrescer, 

numa relação parabólica. Esse resultado sugere a participação da enzima de fase I 

BROD na metabolização do E2.   

O aumento nas atividades de enzimas de biotransformação de fases I e II, como 

citocromo P450 e GST, respectivamente, são considerados os primeiros sinais 

biológicos da presença de contaminantes indutores da biotransformação no ambiente 

aquático, como HPAs, por exemplo (VAN DER OOST et al., 2003).  

Não observamos efeito na atividade da EROD no fígado das tilápias promovido 

pelo BaP em nenhuma das concentrações testadas. Esse achado pode ser atribuído ao 

período de exposição, a concentração do composto para a massa corpórea dos peixes. O 

BaP é um típico indutor da EROD. Curtis et al. (2011) relataram aumento na atividade 

da enzima em Oncorhynchus mykiss expostas a 3 �g BaP/g peixe/dia por 3 e 14 dias e 

Brammell et al. (2010), em Lepomis macrochirus submetidos a 10 e 50 mg/kg do BaP 

por 7 dias. Tridico et al. (2010) observaram aumento da EROD em O. niloticus expostas 

a 500 μ.L-1 de BaP por 3 dias e os peixes eram menores.  

Não observamos efeito na atividade da EROD no fígado das tilápias promovido 

pelo diazinon em nenhuma das concentrações testadas. Wheelock et al. (2005) 

avaliaram o efeito do OP clorpirifos na espécie Oncorhynchus tshawytscha e detectaram 

diminuição na atividade da EROD nos peixes submetidos a dose subletal de 7,3 μg.L-1  

enquanto que os peixes submetidos a 1,2 μg.L-1 apresentaram leve diminuição na 

atividade da enzima, após 4 dias; nesse caso o efeito se mostrou concentração - 
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dependente.  Flammarion et al. (1998) também relataram que o OP metidation a 30 

μg.L-1 aumentou a EROD na espécie Gobio gobio após 4 dias. Assim, os efeitos de 

agrotóxicos OP sob CYP1A variam para compostos diferentes dessa categoria, em 

espécies diferentes de peixes.  

Segundo Wheelock et al. (2005) o efeito dos compostos OP no CYP é resultante 

da metabolização mediada pelas isoformas a que estão sujeitos esses compostos; a 

dessulfuração dos OP pelo CYP (subfamílias 2 e 3A) leva a liberação de um íon enxofre 

livre que se liga ao grupamento heme do CYP1A, inibindo sua atividade catalítica na 

biotransformação do OP. Trabalhos anteriores em nosso laboratório também mostraram 

diminuição na atividade da EROD pelo diazinon em O. niloticus (RODRIGUES, 2009; 

TRIDICO et al., 2010) revelando ser a atividade EROD um biomarcador sensível a 

contaminação por diazinon. Tridico et al. (2010) observaram inibição da EROD pelo 

por diazinon 500 μ.L-1 por 2 dias sendo as tilápias menores o que mostra a atividade 

EROD como biomarcador sensível ao OP. 

Não observamos efeito na atividade da EROD no fígado das tilápias promovido 

pela cipermetrina em nenhuma das concentrações testadas. O PI deltametrina causou 

aumento na atividade da EROD em Ancistrus multispinis a 300 e 400 μg.L-1 por 4 dias 

(ASSIS et al., 2009) e em cultura de hepatócitos de mamíferos foi relatado aumento na 

atividade da EROD pela cipermetrina (SOUZA et al., 1997) sugerindo a atuação de 

CYP1A na metabolização de piretróides.  

O E2 é conhecido por reduzir a atividade EROD nos organismos aquáticos. 

Teles et al. (2005) relataram diminuição na atividade da enzima em Sparus aurata com 

4 μg.L-1 do E2 após 4 horas.  Navas e Segner (2001) descrevem dois eventos: inibição 

direta pelo E2 do sítio catalítico da enzima CYP1A e a ligação do E2 com seu receptor-

estrógeno inibe a transcrição de CYP 1A.  

Observamos aumento na atividade da EROD pela concentração de 2,5 μg.L-1 do 

E2. Teles et al. (2004) expuseram Dicentrarchus labrax a 36 μg.L-1, uma concentração 

mais de 10 vezes mais alta, por 24 horas e não observaram efeito na enzima e 

expuseram D. labrax a 2 μg.L-1 por 10 dias e também não observaram efeito (TELES et 

al., 2006). Esses achados podem sugerir que concentração elevada do hormônio ou 

período de exposição mais prolongado não revelaria uma resposta na atividade da 

EROD.  
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Segundo Badawi et al. (2001) a CYP1 A1 participa da metabolização do E2 em 

tecidos extra hepáticos em humanos.  Esse relato poderia explicar nosso achado para a 

concentração de 2,5 μg.L-1, onde o fígado, quando o organismo submetido a alta 

concentração do hormônio, passaria a atuar na metabolização dele. 

As atividades PROD e BROD são biomarcadores que também têm se mostrado 

sensíveis em estudos de biomonitoramento, porém, são estudados com menos 

frequência em peixes, sendo a BROD ainda menos avaliada, e ainda não se sabe qual 

(is) isoforma(s) específica de P450 é responsável pela atividade dessas duas enzimas em 

peixes.  

Bitencourt et al (2011) observaram aumento da PROD em O. niloticus expostas 

a 15 μg.L-1 de E2, contrariando nossos achados, onde observamos diminuição na 

enzima com 5  μg.L-1 de E2. 

Já a BROD parece atuar na metabolização da cipermetrina e do BaP, segundo 

nossos resultados. Porte et al. (2002) em estudo de biomonitoramento diagnosticaram 

aumento de atividade da PROD em Mullus barbatus residentes em local contaminado 

com HPAs. Mortensen e Arukwe (2009) observaram em Salmo salar aumento na 

atividade da BROD, PROD e EROD por exposição ao tributilestanho de 1 a 5 μM, de 

12 a 48 horas. 

Analisando a interação concentração-resposta, a curva de efeito para a atividade 

da PROD mostrou que à medida que aumenta a concentração do BaP, a atividade da 

enzima no fígado diminui linearmente. 

Meimberg et al. (1997) observaram aumento na atividade da EROD, BROD e 

PROD em gastrópodes expostos ao Aroclor (mistura de bifenilas policloradas). Parente 

et al. (2004) detectaram aumento na EROD e PROD em O. niloticus residentes no rio 

Guandú, principal abastecedor de água da cidade do Rio de Janeiro alertando para a 

presença de indutores de CYP1A no local como HPAs.  

Ainda que trabalhos indiquem que o BaP (TRIDICO et al. 2010), a cipermetrina 

(GOWLAN et al., 2002) e o diazinon (PINER et al., 2007) induzem a GST, no presente 

trabalho esses compostos, nas condições testadas, não foram capazes de alterar a 

atividade dessa enzima. É possível que maiores concentrações ou tempo de exposição 

fosse necessário para causar aumento na atividade da GST. Com relação à exposição ao 

E2, causou um decréscimo na atividade da GST, efeito similar ao observado por 
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Vaccaro et al. (2005), que observaram diminuição da GST em Dicentrarchus labrax 

expostos a 0,1 a 5 mg/Kg de E2. 

A GST é um potencial biomarcador de fase II em organismos aquáticos para o 

BaP, a cipermetrina e o diazinon. Porém nesse estudo apenas o E2 promoveu 

diminuição na sua atividade.  No entanto a principal enzima de fase II que atua no 

metabolismo do E2 é a glucuronil transferase em humanos (STANCZYK et al., 2013), 

mas essa enzima também é atuante na metabolização do hormônio em peixe (JAMES, 

2011).  Vaccaro et al. (2005) relatam que doses de 0.1 a 5 mg/kg em exposições de 3 a 

14 dias causaram diminuição da GST em Dicentrarchus labrax. Abel et al. (2004) 

observaram que metabólitos de E2 inibem a GST em humanos. 

Em relação às misturas dos contaminantes, para as enzimas de fase I, somente a 

EROD e a BROD foram responsivas, induzidas provavelmente pelo BaP, cipermetrina 

mas principalmente pelo E2, conforme os resultados da resposta individual aos 

compostos. A PROD, que não foi induzida pelos contaminantes individualmente, 

também não foi pelas misturas. 

A GST que também não foi induzida pelos contaminantes individualmente no 

fígado, não foi pelas misturas, nem no fígado nem na brânquia revelando que a 

associação dos compostos nas concentrações testadas não teve efeito potencializador 

sobre a enzima. Porém a brânquia mostrou uma leve tendência à indução, mas não 

significativa. 

A atividade da AChE no encéfalo mostrou uma ligeira inibição pela mistura na 

maior concentração, porém não significativa. Nesse caso esse efeito possivelmente seria 

atribuído aos agrotóxicos. A AChE é uma B-esterase e como já foi discutido, é 

potencialmente inibida por compostos OP como o diazinon, A cipermetrina , um PI, 

também tem mostrado efeito inibidor sobre a AChE. Kumar et al., (2009) relatou 

inibição da enzima no encéfalo de Channa punctatus com 60 μg.L-1 após 3 dias. 

As misturas se mostraram inibidoras da CbE, nas duas concentrações, e no 

fígado apenas, sugerindo um mecanismo protetor nas brânquias contra o efeito do 

diazinon pela CbE . No fígado a atividade da CbE foi inibida pelo diazinon 

individualmente pela menor concentração em 40% e pela maior em 50%. Já na mistura 

em baixa concentração, a inibição foi de 67% e em alta concentração foi de 75%. 

Possivelmente a mistura dos agrotóxicos potencializou o efeito sobre a enzima, pois 
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Elhalwagy e Zaky (2009) observaram em rato que, a associação do diazinon com o 

deltametrina, um PI, inibe mais intensamente a CbE no sangue do que quando usado 

individualmente. 

Os níveis de MDA no fígado mostraram uma leve tendência ao aumento, porém 

não significativo enquanto que na brânquia, a mistura em maior concentração, diminuiu 

o nível de MDA revelando atuação do sistema de defesa antioxidante neutralizando os 

radicais livres gerados na biotransformação dos contaminantes e que causaram 

peroxidação lipídica. A mistura em menos concentração mostrou uma leve diminuição 

no nível de MDA também sugerindo uma resposta do tecido contra os contaminantes, 

apesar de não significativo (Chung et al., 2013). 

Enquanto no fígado ocorreu depleção de GSH proporcional ao aumento na 

concentração dos contaminantes nas misturas, na brânquia o efeito foi inverso, 

ocorrendo estímulo de síntese proporcional ao aumento na concentração dos 

contaminantes. Porém os efeitos não são concentração-dependente. A GSH está entre as 

principais defesas celulares antioxidantes e que participam da detoxicação de compostos 

químicos. É uma potente molécula nucleofílica e redutora, neutralizando radicais livres 

como metabólitos na lipoperoxidação e atuando como cofator da GST (Hellou et al., 

2012).  

O teste do micronúcleo não revelou genotoxicidade ocasionada pelas misturas 

dos contaminantes aos eritrócitos de Oreochromis niloticus. As anormalidades foram 

mais frequentemente observadas em relação aos micronúcleos e elas são mais 

espontaneamente encontradas (Çavas e Ergene-Gözükara, 2003). Segundo Fenechand e 

Crott (2002), anormalidades nucleares em linfócitos humanos tem se mostrado em 

condição de deficiência de ácido fólico.  

No experimento de exposição às misturas a brânquia se mostrou mais sensível às 

respostas à mistura dos contaminantes para indicadores de estresse oxidativo. O 

estímulo de síntese de GSH revela uma resposta mais tardia que corrobora com a 

diminuição no nível de MDA. No fígado a resposta acarretada pelas misturas dos 

contaminantes foi mais inicial, de depleção de GSH ainda. Além de que houve na 

brânquia uma discreta tendência ao aumento da atividade da GST com o aumento da 

concentração das misturas. 
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Para as enzimas de fase I o fígado se mostrou sensível e as atividades da EROD 

e da BROD se mostraram concentração-dependente e apesar dessa indução da fase I os 

resultados como um todo parecem não indicar forte indício de estresse oxidativo celular 

no fígado, pois não ocorreu aumento significativo na atividade da GST e principalmente 

alteração no nível de MDA. 

A diminuição no nível de MDA na brânquia foi concentração-dependente. Os 

achados sugerem que quanto maior a concentração dos contaminantes na mistura, mais 

o estresse oxidativo gerado em nível celular acarretando em metabólitos da peroxidação 

lipídica, como o MDA. 

Para o experimento de exposição individual aos contaminantes, nossos 

resultados sugerem que a BROD atua na biotransformação do BaP, cipermetrina e do 

E2. Nas concentrações testadas, o E2 diminuiu as atividades da PROD e GST e 

aumentou EROD e o diazinon, como clássico inibidor de esterase, inibiu a CbE, em 

Oreochromis niloticus 

Também pôde se concluir que a espécie respondeu de forma adversa quando 

submetida a concentrações diferentes dos contaminantes e a resposta foi concentração – 

dependente para a atividade da CbE em função do diazinon e da BROD em função do 

E2.  

As conclusões do experimento I nos levaram a determinar as concentrações que 

seriam usadas nos próximos experimentos, com misturas. Como as concentrações mais 

baixas e intermediárias causaram efeitos, foram essas escolhidas para as misturas em 

baixas concentrações (as menores) e altas concentrações (as intermediárias). As 

concentrações mais altas do experimento I não foram selecionadas por receios de serem 

excessivamente altas de forma a levarem à morte dos peixes. 
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Capítulo II 

Pré-exposição ao 17�-estradiol por 3 dias, seguida de exposição 

ao benzo(a)pireno por mais 5 dias e pré-exposição ao BaP seguida de 

exposição ao 17�-estradiol por mais 5 dias 

 Como já discutido o BaP é reconhecido indutor da EROD e o E2 é potencial 

inibidor da enzima, mas não há estudos que relatam a associação dos dois compostos, 

quando o organismo é pré-exposto a um desses e posteriormente é exposto ao outro, não 

se conhecendo então os efeitos dessa interação na atuação da enzima.  

Não se sabe também, se a ordem de exposição seqüencial de compostos pode 

acarretar em respostas diferentes, ou seja, se ao pré-expor os peixes ao E2, seguido do 

BaP, se a resposta será a mesma que pré-expor os animais ao BaP seguido do E2. 

 

Objetivos 

� Testar se os efeitos do BaP são alterados pela pré-exposição ao E2?  

� Testar se os efeitos do E2 são alterados pela pré-exposição ao BaP?  

 

1. Material e Métodos 

Os espécimes de tilápias usados foram todos machos adultos.  Os peixes foram 

cedidos pela APTA e então transferidos para a EMBRAPA – Meio Ambiente.� 

 No experimento de pré-exposição ao E2 seguido de exposição ao BaP foram 

usados peixes de 192,42 ± 26,59 e 18,43 ± 0,86 cm e no experimento de pré-exposição 

ao BaP seguido de exposição ao E2, peixes de 168,82 ± 25,33 g e 18,44 ± 1,57 cm.  

  Durante os experimentos os peixes foram mantidos em aquários de vidro de 80 x 

50 x 50 cm (comprimento x largura x altura) com 100 litros de água declorada, de poço 

artesiano, sob constante aeração e temperatura controlada de 25 ± 0,5o C e privados de 

alimentação durante o período de experimental. Antes da adição dos contaminantes eles 

foram aclimatados nos aquários por 3 dias. 
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O experimento III foi feito em repetição por blocos (três blocos). Cada bloco foi 

constituído por 4 aquários, formando 1 grupo controle e 2 aquários receberam 17�-

estradiol. Após 3 dias, 1 desses aquários recebeu BaP e o quarto aquário, que não 

continha nenhum tratamento, também recebeu BaP. A figura 19 ilustra 1 bloco, assim 

no total foram usados 48 peixes (12 por bloco). Ao final de 8 dias de exposição, os 

animais foram coletados para análise. As concentrações de usadas foram de 

benzo(a)pireno: 100 μg.L-1 e de 17�-estradiol: 2,5μg.L-1. 

 
Figura 19: Representação esquemática de 1 bloco do experimento III, no qual um grupo de tilápias 
Oreochromis niloticus foi pré-exposto ao 17�-estradiol por 3 dias e depois exposto ao benzo(a)pireno por 
mais 5 dias, totalizando 8 dias de exposição. Concentrações: de 100 �g.L-1 benzo(a)pireno e 2,5 �g.L-1 de 
17�-estradiol. 
 

O experimento IV também foi feito em repetição por blocos (3 blocos). Cada 

bloco foi constituído por 4 aquários, formando 1 grupo controle e 2 aquários receberam 

benzo(a)pireno. Após 3 dias, um desses aquários recebeu 17�-estradiol e o quarto 

aquário, sem tratamento, também recebeu E2. Ao fim de 8 dias, os animais foram 

coletados para analises. A figura 19 ilustra um bloco, assim no total foram usados 48 

peixes (12 por bloco). As concentrações de usadas foram de benzo(a)pireno: 100 μg.L-1 

e de 17�-estradiol: 2,5μg.L-1. 

 
Figura 19: Representação esquemática de 1 bloco do experimento IV, no qual um grupo de tilápias 
Oreochromis niloticus foi pré-exposto ao benzo(a)pireno por 3 dias e depois exposto ao 17�-estradiol por 
mais 5 dias, totalizando 8 dias de exposição. Concentrações: de 100 �g.L-1 benzo(a)pireno e 2,5 �g.L-1 de 
17�-estradiol. 
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Transcorridos os períodos experimentais, os peixes foram sedados com 

benzocaína (65 mg/L de água) e sacrificados por secção cervical e o fígado, brânquias e 

encéfalo foram dissecados e coletado sangue. 

A atividade da CbE e da AChE foi medida pelo método de Ellman et al. (1961). 

As atividades da EROD, BROD e PROD foram avaliadas segundo o método de Burke e 

Mayer (1985). A análise da GST foi realizada segundo o método de Keen et al. (1976). 

A quantificação de proteínas total das amostras foi realizada segundo o método de 

Bradford (1976). Os níveis de MDA foram quantificados por HPLC com detector UV e 

monitorados a 532 nm (ALMEIDA et al., 2004; 2003). A análise de GSH foi realizada 

por meio de HPLC acoplado a um detector eletroquímico, seguindo a metodologia de 

Rodríguez-Ariza et al. (1994). Para o teste do micronúcleo e anormalidades nucleares, 

após a fixação dos esfregaços procedeu-se o processo de coloração pela reação de 

Schiff.�

Para os dados foram aplicados o teste de normalidade de Shapiro-Wilk e o teste 

de homogeneidade das variâncias (Levene).  Para dados paramétricos e homogêneos 

aplicou-se Anova one-way seguido do teste post hoc de Tukey. Para os dados não 

paramétricos e/ou não homogêneos foi aplicado Kruskal-Wallis seguido do teste post 

hoc de Dunn.  
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II. Resultados 

O E2 inibiu a atividade da EROD no fígado das tilápias após 5 dias de 

exposição. O grupo exposto ao somente ao BaP apresentou atividade da enzima 

aumentada em relação ao grupo pré-exposto ao E2 por 3 dias e posteriormente exposto 

ao BaP por 5 dias (Fig. 20). 

 

 
Figura 20: Atividade da enzima EROD (7-etóxiresorufina O-desalquilase) no fígado de Oreochromis 
niloticus após 8 dias de exposição às misturas dos contaminantes (3 dias de pré-exposição seguido de 
mais 5 dias de exposição ao outro contaminante). Concentrações: 100 μg.L-1 de benzo(a)pireno (BaP) e 
2,5 �g.L-1 de 17�-estradiol (E2). Os resultados estão expressos em porcentagem de aumento ou 
diminuição em relação ao grupo controle. * indica diferença em relação ao grupo controle. Letras iguais 
indicam diferença significativa. P-valor < 0,05foi considerado significativo. Teste de Dunn. 
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O E2 induziu a atividade da enzima BROD no fígado das tilápias após 8 dias de 

exposição e a pré-exposição ao E2 seguida da exposição ao BaP e a pré-exposição ao 

BaP seguida da exposição ao E2 . A pré-exposição ao BaP induziu a atividade da 

enzima em relação ao grupo exposto ao BaP por 8 dias e em relação ao grupo exposto 

ao E2 por 5 dias (Fig. 21). 

 

 
Figura 21: Atividade da enzima BROD (7-benzilóxiresorufina O-desalquilase) no fígado de Oreochromis 
niloticus após 8 dias de exposição às misturas dos contaminantes (3 dias de pré-exposição seguido de 
mais 5 dias de exposição ao outro contaminante). Concentrações: 100 μg.L-1 de benzo(a)pireno (BaP) e 
2,5 �g.L-1 de 17�-estradiol (E2). Os resultados estão expressos em porcentagem de aumento ou 
diminuição em relação ao grupo controle. * indica diferença em relação ao grupo controle. Letras iguais 
indicam diferença significativa. P-valor < 0,05 foi considerado significativo. Teste de Dunn. 
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O BaP diminuiu a atividade da enzima PROD no fígado das tilápias após 8 dias 

de exposição ao BaP e os tratamentos de pré-exposições não afetaram a atividade da 

enzima (Fig. 22). 

 
Figura 22: Atividade da enzima PROD (7-pentilóxiresorufina O-desalquilase) no fígado de Oreochromis 
niloticus após 8 dias de exposição às misturas dos contaminantes (3 dias de pré-exposição seguido de 
mais 5 dias de exposição ao outro contaminante). Concentrações: 100 μg.L-1 de benzo(a)pireno (BaP) e 
2,5 �g.L-1 de 17�-estradiol (E2). Os resultados estão expressos em porcentagem de aumento ou 
diminuição em relação ao grupo controle. * indica diferença em relação ao grupo controle. P-valor < 0,05 
foi considerado significativo. Anova one-way para o experimento III. Teste de Dunn para o experimento 
IV. 
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Os grupos expostos ao E2 por 8 dias, pré-exposto ao E2 por 3 dias e 

posteriormente exposto ao BaP por mais 5 dias, e exposto ao BaP por 5 dias, 

apresentaram aumento na atividade da GST no fígado. O grupo pré-exposto ao BaP por 

3 dias e posteriormente exposto ao E2 por mais 5 dias apresentou atividade da enzima 

diminuída em relação grupo exposto somente ao E2  e em relação ao controle (Fig. 23). 

 

 
Figura 23: Atividade da enzima glutationa S-transferase no fígado de Oreochromis niloticus após 8 dias 
de exposição às misturas dos contaminantes (3 dias de pré-exposição seguido de mais 5 dias de exposição 
ao outro contaminante). Concentrações: 100 μg.L-1 de benzo(a)pireno (BaP) e 2,5 �g.L-1 de 17�-estradiol 
(E2). Os resultados estão expressos em porcentagem de aumento ou diminuição em relação ao grupo 
controle. * indica diferença em relação ao grupo controle. Letra igual indica diferença significativa. P-
valor < 0,05 foi considerado significativo. Teste de Tukey para o experimento III e Teste de Dunn para o 
experimento IV. 
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As tilápias expostas ao BaP por 8 dias apresentaram aumento da atividade da 

GST na brânquia. Os tratamentos de pré-exposições não afetaram a atividade da enzima 

(Fig. 24) 

 
Figura 24: Atividade da enzima glutationa S-transferase na brânquia de Oreochromis niloticus após 8 dias 
de exposição às misturas dos contaminantes (3 dias de pré-exposição seguido de mais 5 dias de exposição 
ao outro contaminante). Concentrações: 100 μg.L-1 de benzo(a)pireno (BaP) e 2,5 �g.L-1 de 17�-estradiol 
(E2). Os resultados estão expressos em porcentagem de aumento ou diminuição em relação ao grupo 
controle. * indica diferença em relação ao grupo controle. P-valor < 0,05 foi considerado significativo. 
Anova one-way para o experimento III. Teste de Dunn para o experimento IV. 
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A atividade da enzima AChE no encéfalo das tilápias não foi afetada 

significativamente por nenhum dos tratamentos (Fig. 25) 

 
Figura 25: Atividade da enzima acetilcolinesterase no encéfalo de Oreochromis niloticus após 8 dias de 
exposição às misturas dos contaminantes (3 dias de pré-exposição seguido de mais 5 dias de exposição ao 
outro contaminante). Concentrações: 100 μg.L-1 de benzo(a)pireno (BaP) e 2,5 �g.L-1 de 17�-estradiol 
(E2). Os resultados estão expressos em porcentagem de aumento ou diminuição em relação ao grupo 
controle. Teste de Kruskal-Wallis. 
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O E2 aumentou a atividade da CbE no fígado das tilápias após 5 dias e o grupo 

pré-exposto ao E2 por 3 dias e posteriormente exposto ao BaP por 5 dias teve a 

atividade da enzima diminuída (Fig. 26). 

 
Figura 26: Atividade da enzima carboxilesterase no fígado de Oreochromis niloticus após 8 dias de 
exposição às misturas dos contaminantes (3 dias de pré-exposição seguido de mais 5 dias de exposição ao 
outro contaminante). Concentrações: 100 μg.L-1 de benzo(a)pireno (BaP) e 2,5 �g.L-1 de 17�-estradiol 
(E2). Os resultados estão expressos em porcentagem de aumento ou diminuição em relação ao grupo 
controle. * indica diferença em relação ao grupo controle. P-valor < 0,05 foi considerado significativo. 
Teste de Dunn. 
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A atividade da enzima CbE na brânquia das tilápias não foi afetada 

significativamente por nenhum dos tratamentos (Fig. 27). 

 
Figura 27: Atividade da enzima carboxilesterase na brânquia de Oreochromis niloticus após 8 dias de 
exposição às misturas dos contaminantes (3 dias de pré-exposição seguido de mais 5 dias de exposição ao 
outro contaminante). Concentrações: 100 μg.L-1 de benzo(a)pireno (BaP) e 2,5 �g.L-1 de 17�-estradiol 
(E2). Os resultados estão expressos em porcentagem de aumento ou diminuição em relação ao grupo 
controle. Teste de Kruskal-Wallis. 
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Os níveis de MDA no fígado das tilápias não foram afetados significativamente 

por nenhum dos tratamentos (Fig. 28). 

 
Figura 28: Níveis de malondialdeído no fígado de Oreochromis niloticus após 8 dias de exposição às 
misturas dos contaminantes (3 dias de pré-exposição seguido de mais 5 dias de exposição ao outro 
contaminante). Concentrações: 100 μg.L-1 de benzo(a)pireno (BaP) e 2,5 �g.L-1 de 17�-estradiol (E2). Os 
resultados estão expressos em porcentagem de aumento ou diminuição em relação ao grupo controle. 
Anova one-way. 
 

Os níveis de MDA na brânquia das tilápias não foram afetados 

significativamente por nenhum dos tratamentos (Fig. 29). 

 
Figura 29: Níveis de malondialdeído na brânquia de Oreochromis niloticus após 8 dias de exposição às 
misturas dos contaminantes (3 dias de pré-exposição seguido de mais 5 dias de exposição ao outro 
contaminante). Concentrações: 100 μg.L-1 de benzo(a)pireno (BaP) e 2,5 �g.L-1 de 17�-estradiol (E2). Os 
resultados estão expressos em porcentagem de aumento ou diminuição em relação ao grupo controle. 
Anova one-way. 
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  O BaP após 5 dias aumentou o nível de GSH no fígado das tilápias. Também 

ocorreu um aumento no nível de GSH no grupo exposto somente ao BaP em relação ao 

grupo pré-exposto ao E2 e posteriormente exposto ao BaP. O grupo pré-exposto ao BaP 

e posteriormente exposto ao E2 apresentou diminuição no nível de GSH em relação ao 

grupo exposto somente ao BaP (Fig. 30).  

 
Figura 30: Níveis de glutationa reduzida no fígado de Oreochromis niloticus após 8 dias de exposição às 
misturas dos contaminantes (3 dias de pré-exposição seguido de mais 5 dias de exposição ao outro 
contaminante). Concentrações: 100 μg.L-1 de benzo(a)pireno (BaP) e 2,5 �g.L-1 de 17�-estradiol (E2). Os 
resultados estão expressos em porcentagem de aumento ou diminuição em relação ao grupo controle. * 
indica diferença em relação ao grupo controle. Letra igual indica diferença significativa. P-valor < 0,05 
foi considerado significativo. Teste de Dunn para o experimento III e Teste de Tukey para o experimento 
IV. 
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O BaP e o E2 causaram depleção de GSH na brânquia das tilápias após 5 dias  e 

as duas associações de pré-exposição seguida de exposição aos contaminantes. A 

depleção foi maior no grupo pré-exposto ao E2 e posteriormente exposto ao BaP em 

relação ao grupo exposto somente ao E2 e no grupo pré-exposto ao BaP e 

posteriormente exposto ao E2 em relação ao grupo exposto somente ao BaP (Fig. 31). 

 

 
Figura 31: Níveis de glutationa reduzida na brânquia de Oreochromis niloticus após 8 dias de exposição 
às misturas dos contaminantes (3 dias de pré-exposição seguido de mais 5 dias de exposição ao outro 
contaminante). Concentrações: 100 μg.L-1 de benzo(a)pireno (BaP) e 2,5 �g.L-1 de 17�-estradiol (E2). Os 
resultados estão expressos em porcentagem de aumento ou diminuição em relação ao grupo controle. * 
indica diferença em relação ao grupo controle. Letra igual indica diferença significativa. P-valor < 0,05 
foi considerado significativo. Teste de Tukey para o experimento III e Teste de Dunn para o experimento 
IV. 
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Em relação à genotoxicidade, não houve diferença para taxa de micronúcleos 

entre os grupos no experimento de pré-exposição ao E2 seguido de exposição ao BaP 

porém para anormalidades nucleares nos eritrócitos das tilápias, o grupo pré-exposto ao 

HPA e depois exposto ao hormônio apresentou maior taxa de alterações do que o grupo 

exposto somente ao hormônio (tabela 4).  

 

Tabela 4: Incidência de micronúcleos e anormalidades nucleares (média e desvio 
padrão) em eritrócitos de Oreochromis niloticus após 8 dias de exposição a misturas de 
contaminantes (3 dias de pré-exposição ao 17�-estradiol seguido de 5 dias de exposição 
ao benzo(a)pireno). 
       Alterações Controle E2 8 dias E2 8 dias e BaP 5 dias BaP 5 dias 

MN 3,8 ± 8,28 1,4 ± 1,67 6,7 ± 5,39 3,8 ± 2,79 
BL 4,7 ± 6,83 4,0 ± 3,74 10,2 ± 13,35 7,5 ± 6,76 
NT          65,6 ± 35,54 16,2 ± 7,80 62,8 ± 21,45 52,3 ± 22,18 
LB           13,5 ± 6,91 7,3 ± 9,89 30,5 ± 17,55 22,0 ± 11,48 
BE 1,3 ± 2,39 0,3 ± 0,70 0,7 ± 1,20 0,8 ± 1,36 
BN 0,3 ± 1,00 0,0 ± 0,00 0,1 ± 0,33 0,1 ± 0,33 
CA 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 
MT         14,2 ± 8,78 4,6 ± 3,69 17,4 ± 8,98 13,8 ± 7,02 
TA          1542 1198a 1882a 1492 

NCA         36000 36000 36000 36000 
MN: micronúcleos; BL: núcleo blebbed; NT: núcleo notched; LB: lobed: BE: brokeneggs; BN: célula 
binucleada; CA: cariólise; MT: média total; TA: total de células analisadas com alterações; NCA: número 
total de células analisadas. Concentrações: 100 μg.L-1 de benzo(a)pireno (BaP) e 2,5 �g.L-1 de 17�-estradiol 
(E2).Letras iguais indicam diferença significativa. Teste de Dunn. 

  

As frequências de anormalidades foram observadas na seguinte ordem: notched 

> lobed > blebbed > brokeneggs > célula binucleada. Não foi observada cariólise.   

No experimento de pré-exposição ao BaP seguido de exposição ao E2 não houve 

diferenças nas taxas de micronúcleos e anormalidades nucleares nos eritrócitos das 

tilápias (tabela 5). 
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Tabela 5: Incidência de micronúcleos e anormalidades nucleares (média e desvio 
padrão) em eritrócitos de Oreochromis niloticus após 8 dias de exposição a misturas de 
contaminantes (3 dias de pré-exposição ao benzo(a)pireno seguido de 5 dias de 
exposição ao 17�-estradiol). 
        Alterações         Controle BaP 8 dias BaP 8 dias e E2 5 dias E2 5 dias 

MN 10,0 ± 9,48 10,0 ± 8,02 10,0 ± 18,84 7,1 ± 6,30 
BL 0,7 ± 1,20 0,3 ± 0,51 3,4 ± 4,00 0,7 ± 0,83 
NT 63,5 ± 49,57 33,0 ± 16,23 79,4 ± 4,00 71,7 ± 64,01 
LB 15,7 ± 9,47 16,7 ± 13,01 20,3 ± 3,00 10,6 ± 7,26 
BE 0,0 ± 0,00 0,2 ± 0,44 0,7 ± 8,00 0,2 ± 0,44 
BN 0,0 ± 0,00 0,2 ± 0,44 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 
CA 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 
MT 13,3 ± 10,04 8,4 ± 5,10 17,3 ± 3,00 13,9 ± 12,09 
TA 1442 1402 1872 1502 

NCA 36000 36000 36000 36000 
MN: micronúcleo; BL: núcleo blebbed; NT: núcleo notched; LB: lobed: BE: brokeneggs; BN: célula 
binucleada; CA: cariólise; MT: média total; TA: total de células analisadas com alterações; NCA: número 
total de células analisadas. Concentrações: 100 μg.L-1 de benzo(a)pireno (BaP) e 2,5 �g.L-1 de 17�-estradiol 
(E2). Teste de Kruskal-Wallis. 

 

As frequências de anormalidades foram observadas na seguinte ordem: notched 

> lobed > blebbed > brokeneggs > célula binucleada. Não foi observada cariólise.  

   

 

III. Discussão 

Na atividade da EROD no fígado das tilápias o efeito inibidor do E2 se 

sobressaiu ao efeito indutor da enzima pelo BaP em associação com o E2. Já na situação 

contrária, a reversão da taxa de inibição na atividade da EROD pela associação dos dois 

compostos causada pela posterior exposição ao E2 não foi significativa. Assim esses 

achados mostram que a ordem na interação dos dois contaminantes causam efeitos 

diferentes na atividade da EROD.  

A atividade da BROD no fígado das tilápias foi induzida pelas pré-exposições ao 

BaP e ao E2 sugerindo, independente da ordem, que o histórico de pré-exposição a um 

composto pode induzir a uma isoforma da fase I  da biotransformação e um posterior 

exposição a outro composto aumenta ainda mais a atividade dela.  Esses achados 

sugerem que a associação desses compostos potencializa a atuação desta isoforma do 

P450.  

A atividade da PROD no fígado das tilápias não foi afetada pelas associações do 

BaP com o E2 em nenhuma ordem, sugerindo que essas situações de pré-exposições 

testadas não induzem essa isoforma que atuaria na biotransformação dos compostos. 
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A atividade da GST no fígado das tilápias se mostrou aumentada em todos os 

grupos do experimento de pré-exposição ao E2, sem diferença no nível de atividade 

entre os grupos, revelando que a associação do E2 com o BaP não potencializou a 

indução da fase II da biotransformação. Já a pré-exposição ao BaP potencializou a 

atividade da enzima mostrando que o composto potencializa a indução da fase II em 

comparação ao E2 apenas. Esses achados revelam que a ordem da associação dos 

compostos, nesse caso, influencia na resposta de indução da GST no fígado das tilápias.  

Diferentemente do fígado as duas situações de associações do BaP e E2 não 

induziram a GST na brânquia das tilápias. 

A AChE no encéfalo também não foi afetada mas isso deve ser atribuído ao fato 

dos compostos BaP e E2 não apresentarem efeitos específicos nas B-esterases. No 

entanto o E2 aumentou a atividade da CbE no fígado das tilápias e a pré-exposição ao 

E2 seguida da exposição ao BaP diminuiu a atividade da enzima. A CbE embora seja 

uma B-esterase, é uma enzima de biotransformação de ésteres e amidas (das amidas, a 

hidrólise ocorre de forma mais lenta). A estrutura química do E2 não apresenta 

grupamento éster nem amida, mas pode ser que metabólitos do hormônio apresentem, 

justificando a indução da enzima pelo E2. De qualquer forma, os resultados mostraram 

que quando as tilápias foram pré-expostas ao BaP e depois expostas ao E2 esse efeito de 

aumento na atividade da enzima não foi observado, pelo contrário, ocorreu diminuição 

na atividade da enzima. Esses achados mostraram que um histórico prévio de exposição 

ao BaP pode mudar o efeito na atividade da CbE no fígado de tilápias expostas a E2.  

Já na brânquia, as associações do BaP e E2 não afetaram a atividade da CbE 

sugerindo que a biotransformação desses compostos nesse tecido acontece de forma 

diferente por essa enzima comparado ao fígado.  

Os níveis de MDA não foram afetados pelas associações de BaP e E2 no fígado 

e brânquia nas condições testadas nas tilápias. Houve indução de enzimas de fase I, 

como EROD e BROD, no fígado, mas conflitando esses achados com os resultados para 

peroxidação lipídica provavelmente não deve ter ocorrido situação de estresse oxidativo 

celular promovido pelas associações dos compostos.  

No fígado das tilápias, a pré-exposição ao E2 minimizou o estímulo de síntese 

de GSH que o BaP viria a causar. Porém comparando a exposição ao BaP por 5 e 8 dias, 

no oitavo dia o nível de GSH caiu e o grupo pré-exposto ao BaP e depois exposto ao E2 
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apresentou maior depleção em relação a esse grupo mostrando novamente que a 

associação com o E2 diminuiu o nível de GSH na célula. Assim, no caso do efeito das 

combinações do BaP e E2 no nível de GSH no fígado das tilápias, a ordem da 

associação não altera o efeito. 

No experimento de pré-exposição ao E2 o estímulo na síntese de GSH, um 

resposta mais tardia à metabolização, corroboraria com o aumento na atividade da GST 

observado no fígado, refletindo indução da fase II. Porém no experimento de pré-

exposição ao BaP ocorreu depleção de GSH pela mistura dos contaminantes e 

diminuição da atividade da GST. Nesse caso a glutationa peroxidase pode estar atuando 

e assim usando a GSH como cofator para neutralizar peróxidos orgânicos que podem vir 

a ser formados, como outros produtos da peroxidação lipídica, já que o nível de MDA, 

por exemplo, não variou no fígado (FARBER et al. 1990). 

Na brânquia só ocorreu depleção de GSH. E esse tecido responde diferente às 

associações dos compostos. Na pré-exposição ao E2 seguida da exposição ao BaP, o 

BaP potencializa a depleção de GSH mas na pré-exposição ao BaP seguida da 

exposição ao E2, o efeito observado é o mesmo do fígado, o E2 potencializa a depleção. 

Assim, na brânquia alterações nos níveis de GSH nas tilápias independem da ordem da 

associação dos compostos. 

A pré-exposição ao E2 seguida da exposição ao BaP diminuiu a incidência de 

anormalidades nucleares. Esse efeito protetor do hormônio não foi observado no grupo 

exposto à associação invertida. Assim os resultados sugerem um efeito protetor prévio 

do E2 contra uma posterior exposição ao BaP em tilápias mas numa situação de 

exposição invertida não.  Butala et al., (2004) relataram que a exposição ao BaP em 

Ictalurus punctatus aumenta a taxa de formação do hidroxiestradiol, um metabólito do 

E2, que apresenta potencial genotóxico�� 

Analisando os resultados de forma geral podemos concluir que a pré-exposição 

ao BaP seguida da exposição ao E2 se mostrou ligeiramente mais responsiva nos 

biomarcadores avaliados nas tilápias, logo a ordem da pré-exposição a um composto 

seguida da exposição ao outro composto afeta a maioria das respostas testadas. Nos dois 

tipos de associações do BaP e E2 testados o fígado, de modo geral, se mostrou mais 

responsivo do que a brânquia, houve indução da fases I (EROD e BROD) e II (GST) e 

variações na atividade da CbE e níveis de GSH.    
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Os experimentos de pré-exposição ao BaP seguido de exposição ao E2 e pré-

exposição ao E2 seguido de exposição ao BaP mostrou que as tilápias responderam que 

maneira adversa conforme se inverteu a ordem dos tratamentos e a pré exposição ao 

BaP causou mais respontas nos biomarcadores , provavelmente porque o HPA é um 

composto xenobiótico, indutor de CYP 1A, que tende a causar situação de extresse 

oxidativo celular. Também o organismo pré-exposto já apresenta indução do sistema de 

biotransformação e com isso, metabólito (s) mais tóxico pode estar sendo gerado 

comprometendo a metabolização nas tilápias.   

A atividade EROD (CYP 1A) é induzida por agonista de receptor aril 

hidrocarboneto (WHYTE et al., 2000). Já o E2 inibe CYP 1A por ligação direta no sítio 

catalítico da enzima e a ligação do hormônio com seu receptor-estrógeno inibe a 

transcrição da isoforma (NAVAS; SEGNER, 2001).  

Winzer et al. (2002) expuseram cultura de hepatócitos de Platichthys flesus a 1 

μM de E2 e 100 μM de BaP e quando associou os dois compostos observaram 

diminuição da atividade da EROD menor do que a promovida só pelo E2 revelando o 

efeito da interação dos dois compostos na atividade da EROD nas células do peixe. 

Son et al., (2002) observaram em cultura de células ID8 de ovários de ratos que a 

dioxina aumenta a expressão da CYP 1A e que o E2 aumentou a expressão isoforma nas 

células. Esses dados mostram que a interação de compostos antagonistas e agonistas 

pode ter efeito adverso sobre o organismo. 
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Capítulo III 

Pré-exposição ao benzo(a)pireno e ao 17�-estradiol, 

individualmente, por 3 dias, seguido de exposição aos agrotóxicos 

diazinon (OP) e cipermetrina (PI), individualmente e associados, por 

mais 5 dias 

É preciso nos defrontar com a problemática do efeito “cocktail” nas  

respostas metabólicas dos organismos, principalmente no possível envolvimento das 

enzimas de fase I, inibição ou ativação delas - chave na biotransformação - 

particularmente as CYPs (CELANDER, 2011). Isto irá ajudar substancialmente na 

interpretação de dados de biomarcadores em situações de exposição a misturas 

complexas de poluentes. 

Ainda muito pouco se conhece a respeito dos efeitos da interação de metabólitos 

na biotransformação de misturas de compostos de catergorias diferentes uma vez que a 

metabolização de xenobióticos leva a formação de inúmeros subprodutos e a grande 

maioria deles ainda não foi descrita. Mas estudos estão sendo dados nesse sentido, na 

tentativa de se tentar elucidar o efeito das misturas complexas nos organismos. 

 

Objetivos 

� Testar se os efeitos do BaP, do OP ou do PI são influenciados pela pré-

exposição ao E2; 

� Testar se os efeitos do E2, do OP ou do PI são influenciados pela pré-

exposição ao BaP; 

� Testar de a inibição de P450 decorrente da pré-exposição ao E2 

potencializa a ação tóxica do OP (inibição de esterases) e, por conseguinte, 

potencializa a ação tóxica do PI? 

� Testar se a biotransformação de (OP + PI) por P450 é efetada pela pré-

exposição ao E2? 
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� Testar se a biotransformação de (OP + PI) por P450 é efetada pela pré-

exposição ao BaP? 

� Testar qual combinação de mistura de contaminantes afeta mais a 

espécie? 

1. Material e Métodos  

Os espécimes de tilápias usados foram todos machos adultos.  Os peixes foram 

cedidos pela APTA e então transferidos para a EMBRAPA – Meio Ambiente.� 

 No experimento de pré-exposição ao E2 seguido de exposição ao BaP foram 

usados peixes de 146,39 ± 33,57 g e 17,65 ± 1,24 cm. 

  
Durante os experimentos os peixes foram mantidos em aquários de vidro de 80 x 

50 x 50 cm (comprimento x largura x altura) com 100 litros de água declorada, de poço 

artesiano, sob constante aeração e temperatura controlada de 25 ± 0,5o C e privados de 

alimentação durante o período de experimental. Antes da adição dos contaminantes eles 

foram aclimatados nos aquários por 3 dias. 

No experimento V foram usados 72 peixes divididos em 12 aquários. Grupos 

foram pré-expostos ao BaP e ao E2 por 3 dias, individualmente, e posteriormente 

expostos aos agrotóxicos, em  mistura  e individualmente, por mais 5 dias, conforme 

ilustra a figura 32. As concentrações usadas foram: 100 �g.L-1 de benzo(a)pireno; 500 

�g.L-1 de diazinon; 1,5 �g.L-1 de cipermetrina; 2,5 �g.L-1 de 17�-estradiol. 
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Figura 32: Representação esquemática do experimento V, no qual 3 grupos de tilápias Oreochromis 
niloticus foram pré-expostos ao benzo(a)pireno e 3 grupos foram pré-expostos ao 17�-estradiol por 3 dias 
e depois os grupos foram expostos aos agrotóxicos por mais 5 dias, totalizando 8 dias de exposição. 
Concentrações: 100 �g.L-1 de benzo(a)pireno; 500 �g.L-1 de diazinon; 1,5 �g.L-1 de cipermetrina; 2,5 
�g.L-1 de 17�-estradiol. 

 

Transcorridos os períodos experimentais, os peixes foram sedados com 

benzocaína (65 mg/L de água) e sacrificados por secção cervical e o fígado, brânquias e 

encéfalo foram dissecados e coletado sangue. 

A atividade da CbE e da AChE foi medida pelo método de Ellman et al. (1961). 

As atividades da EROD, BROD e PROD foram avaliadas segundo o método de Burke e 

Mayer (1985). A análise da GST foi realizada segundo o método de Keen et al. (1976). 

 A quantificação de proteínas total das amostras foi realizada segundo o método 

de Bradford (1976). Os níveis de MDA foram quantificados por HPLC com detector 

UV e monitorados a 532 nm (ALMEIDA et al., 2004; 2003). A análise de GSH foi 

realizada por meio de HPLC acoplado a um detector eletroquímico, seguindo a 

metodologia de Rodríguez-Ariza et al. (1994).  

Para o teste do micronúcleo e anormalidades nucleares, após a fixação dos 

esfregaços procedeu-se o processo de coloração pela reação de Schiff.�

Para os dados foram aplicados o teste de normalidade de Shapiro-Wilk e o teste 

de homogeneidade das variâncias (Levene).  Para dados paramétricos e homogêneos 

aplicou-se Anova one-way seguido do teste post hoc de Tukey. Para os dados não 
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paramétricos e/ou não homogêneos foi aplicado Kruskal-Wallis seguido do teste post 

hoc de Dunn.  
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 2. Resultados 

 A atividade da EROD foi induzida pelo BaP no fígado das tilápias após 8 dias de 

exposição, pelo diazinon após 5 dias de exposição e pela pré-exposição ao BaP por 3 

dias seguida da exposição ao diazinon, cipermetrina e misturas deles após 5 dias. A 

atividade da enzima se mostrou diminuída no grupo pré-exposto ao E2 por 3 dias 

seguido da exposição ao diazinon por 5 dias em relação ao grupo exposto ao E2. O 

grupo pré-exposto ao E2 e posteriormente exposto a cipermetrina apresentou maior 

atividade em relação ao grupo exposto somente ao E2. O grupo pré-exposto ao BaP e 

posteriormente exposto a cipermetrina apresentou indução bem acentuada da enzima 

que enquanto o grupo exposto somente a cipermetrina apresentou a atividade inibida. O 

mesmo ocorreu para os grupos pré-exposto ao BaP e posteriormente exposto a mistura 

dos agrotóxicos e somente a mistura dos agrotóxicos, e exposto ao diazinon e mistura 

dos agrotóxicos. O grupos exposto somente ao BaP apresentou indução da enzima mais 

acentuada do que o grupo pré-exposto ao BaP e posteriormente a mistura dos 

agrotóxicos (Fig. 33). 
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Figura 33: Atividade da enzima EROD (7-etóxiresorufina O-desalquilase) no fígado de Oreochromis 
niloticus após 8 dias de exposição à mistura dos contaminantes (3 dias de pré-exposição seguido de mais 
5 dias de exposição ao outro(s) contaminante(s)). Concentrações: 100 �g.L-1 de benzo(a)pireno (BaP); 
500 �g.L-1 de diazinon (DZN); 1,5 �g.L-1 de cipermetrina (CPN); 2,5 �g.L-1 de 17�-estradiol (E2). Os 
resultados estão expressos em porcentagem de aumento ou diminuição em relação ao grupo controle. * 
indica diferença em relação ao grupo controle. Letra igual indica diferença significativa. P-valor < 0,05 
foi considerado significativo. Teste de Dunn. 
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Nas tilápias, todos os grupos experimentais, exceto o grupo pré-exposto ao BaP 

e posteriormente exposto a mistura dos agrotóxicos, apresentaram inibição da BROD no 

fígado, superior a 50% em relação ao grupo controle. Os grupos exposto somente ao 

BaP e mistura dos agrotóxicos apresentaram inibição da enzima bem acentuada em 

relação ao grupo pré-exposto ao BaP e posteriormente exposto a mistura dos 

agrotóxicos (Fig. 34).  
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Figura 34: Atividade da enzima BROD (7-benzilóxiresorufina O-desalquilase) no fígado de Oreochromis 
niloticus após 8 dias de exposição à mistura dos contaminantes (3 dias de pré-exposição seguido de mais 
5 dias de exposição ao outro(s) contaminante(s)). Concentrações: 100 �g.L-1 de benzo(a)pireno (BaP); 
500 �g.L-1 de diazinon (DZN); 1,5 �g.L-1 de cipermetrina (CPN); 2,5 �g.L-1 de 17�-estradiol (E2). Os 
resultados estão expressos em porcentagem de aumento ou diminuição em relação ao grupo controle. * 
indica diferença em relação ao grupo controle. Letra igual indica diferença significativa. P-valor < 0,05 
foi considerado significativo. Teste de Dunn. 
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A atividade da PROD foi induzida apenas pelo E2 após 8 dias no fígado das 

tilápias. Foi inibida pelo BaP após 8 dias, pelos agrotóxicos individualmente e 

misturados, após 5 dias, e nos grupos pré-expostos ao E2 e BaP e depois expostos aos 

agrotóxicos. A inibição foi mais acentuada nos grupos expostos somente ao diazinon e 

cipermetrina em relação ao grupo pré-exposto ao BaP e posteriormente exposto ao 

diazinon e cipermetrina, respectivamente. O mesmo efeito ocorreu para a pré-exposição 

ao E2 e os agrotóxicos. Enquanto que o grupo exposto somente ao E2 apresentou 

indução de quase 50% na atividade da enzima, o grupo pré-exposto ao E2 e 

posteriormente exposto a cipermetrina apresentou ligeira inibição na atividade, e o 

grupo pré-exposto ao hormônio e posteriormente exposto a mistura dos agrotóxicos 

apresentou inibição em torno de 100% (Fig. 35). 
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Figura 35: Atividade da enzima PROD (7-pentóxiresorufina O-desalquilase) no fígado de Oreochromis 
niloticus após 8 dias de exposição à mistura dos contaminantes (3 dias de pré-exposição seguido de mais 
5 dias de exposição ao outro(s) contaminante(s)). Concentrações: 100 �g.L-1 de benzo(a)pireno (BaP); 
500 �g.L-1 de diazinon (DZN); 1,5 �g.L-1 de cipermetrina (CPN); 2,5 �g.L-1 de 17�-estradiol (E2). Os 
resultados estão expressos em porcentagem de aumento ou diminuição em relação ao grupo controle. * 
indica diferença em relação ao grupo controle. Letra igual indica diferença significativa. P-valor < 0,05 
foi considerado significativo. Teste de Dunn. 
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A atividade da GST no fígado das tilápias se mostrou diminuída pelo E2 e BaP 

após 8 dias, diazinon após 5 dias, pré-exposição ao E2 e posterior exposição ao diazinon 

e pré-exposição ao BaP e posterior exposição aos dois agrotóxicos individualmente. A 

diminuição na atividade foi mais acentuada no grupo exposto somente ao BaP em 

relação ao grupo pré-exposto ao BaP e posteriormente exposto ao diazinon e também 

mais acentuada no grupo pré-exposto ao BaP e depois exposto ao diazinon em relação 

ao grupo exposto somente ao agrotóxico. A diminuição da enzima também foi mais 

acentuada no grupo exposto somente ao BaP em relação ao grupo pré-exposto ao BaP e 

posteriormente exposto a cipermetrina. Porém a pré-exposição ao E2 seguida da 

exposição ao diazinon acentuou a diminuição da atividade em relação ao grupo exposto 

somente ao hormônio (Fig. 36). 
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Figura 36: Atividade da enzima glutationa S-transferase  no fígado de Oreochromis niloticus após 8 dias 
de exposição à mistura dos contaminantes (3 dias de pré-exposição seguido de mais 5 dias de exposição 
ao outro(s) contaminante(s)). Concentrações: 100 �g.L-1 de benzo(a)pireno (BaP); 500 �g.L-1 de diazinon 
(DZN); 1,5 �g.L-1 de cipermetrina (CPN); 2,5 �g.L-1 de 17�-estradiol (E2). Os resultados estão expressos 
em porcentagem de aumento ou diminuição em relação ao grupo controle. * indica diferença em relação 
ao grupo controle. Letra igual indica diferença significativa. P-valor < 0,05 foi considerado significativo. 
Teste de Tukey. 
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A atividade da GST na brânquia das tilápias se mostrou diminuída pelo E2 e BaP 

após 8 dias, pelo agrotóxicos individualmente pos 5 dias,  pela pré-exposição ao E2 

seguida da exposição a cipermetrina e pela pré-exposição ao BaP seguida da exposição 

a mistura dos agrotóxicos. E a atividade da enzima na brânquia se mostrou aumentada 

pela pré-exposição ao BaP seguida da exposição aos agrotóxicos individualmente. A 

exposição somente ao E2 acentuou a diminuição na atividade da enzima em relação aos 

grupos pré-exposto ao E2 e depois expostos ao diazinon, cipermetrina e mistura dos 

agrotóxicos. A pré-exposição ao BaP e posterior exposição ao diazinon aumentou a 

atividade da enzima em relação ao grupo exposto somente ao BaP e ao diazinon, que 

diminuiram a atividade (Fig. 37). 
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Figura 37: Atividade da enzima glutationa S-transferase na brânquia de Oreochromis niloticus após 8 dias 
de exposição à mistura dos contaminantes (3 dias de pré-exposição seguido de mais 5 dias de exposição 
ao outro(s) contaminante(s)). Concentrações: 100 �g.L-1 de benzo(a)pireno (BaP); 500 �g.L-1 de diazinon 
(DZN); 1,5 �g.L-1 de cipermetrina (CPN); 2,5 �g.L-1 de 17�-estradiol (E2). Os resultados estão expressos 
em porcentagem de aumento ou diminuição em relação ao grupo controle. * indica diferença em relação 
ao grupo controle. Letra igual indica diferença significativa. P-valor < 0,05 foi considerado significativo. 
Teste de Tukey. 
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No encéfalo das tilápias, somente a cipermetrina afetou a AChE, promovendo 

aumento na atividade da enzima. E esse aumento foi em torno de 100% maior do que a 

atividade da enzima nos grupos de pré-exposição ao BaP e E2 seguidos de exposição a 

cipermetrina e mistura dos agrotóxicos em relação a cipermetrina somente (Fig. 38). 
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Figura 38: Atividade da enzima acetilcolinesterase no encéfalo de Oreochromis niloticus após 8 dias de 
exposição à mistura dos contaminantes (3 dias de pré-exposição seguido de mais 5 dias de exposição ao 
outro(s) contaminante(s)). Concentrações: 100 �g.L-1 de benzo(a)pireno (BaP); 500 �g.L-1 de diazinon 
(DZN); 1,5 �g.L-1 de cipermetrina (CPN); 2,5 �g.L-1 de 17�-estradiol (E2). Os resultados estão expressos 
em porcentagem de aumento ou diminuição em relação ao grupo controle. * indica diferença em relação 
ao grupo controle. Letra igual indica diferença significativa. P-valor < 0,05 foi considerado significativo. 
Teste de Dunn. 
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A atividade da CbE no fígado das tilápias foi diminuída pelo E2 após 8 dias, pelos 

agrotóxicos individualmente e misturados após 5 dias, pré-exposição ao E2 seguida da 

exposição ao diazinon e pré-exposição ao BaP segioda da exposição aos agrotóxicos 

individualmente e misturados. A atividade da enzima foi aumentada pelo BaP após 8 

dias e pela pré-exposição ao E2 e posterior exposição a cipermetrina. A mistura dos 

agrotóxicos inibiu a atividade da enzima em relação ao grupo pré-exposto ao E2 e 

depois exposto a mistura dos agrotóxicos. Enquanto a pré-exposição ao E2 seguida da 

exposição à cipermetrina aumentou a atividade da enzima em mais de 150%, a 

cipermetrina inibiu a enzima em mais de 50%. O grupo exposto ao diazinon apresentou 

inibição mais acentuada em relação ao grupo pré-exposto ao BaP e depois exposto ao 

agrotóxico, enquanto que o grupo exposto ao BaP somente apresentou aumento na 

atividade da enzima e esse mesmo efeito se repetiu para a cipermetrina. Ainda, 

enquanto o grupo pré-exposto ao E2 e depois exposto a cipermetrina apresentou 

aumento na atividade da enzima em mais de 150%, o grupo exposto ao E2 somente 

mostrou diminuição em mais de 50% na atividade (Fig. 39). 
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Figura 39: Atividade da enzima carboxilesterase no fígado de Oreochromis niloticus após 8 dias de 
exposição à mistura dos contaminantes (3 dias de pré-exposição seguido de mais 5 dias de exposição ao 
outro(s) contaminante(s)). Concentrações: 100 �g.L-1 de benzo(a)pireno (BaP); 500 �g.L-1 de diazinon 
(DZN); 1,5 �g.L-1 de cipermetrina (CPN); 2,5 �g.L-1 de 17�-estradiol (E2). Os resultados estão expressos 
em porcentagem de aumento ou diminuição em relação ao grupo controle. * indica diferença em relação 
ao grupo controle. Letra igual indica diferença significativa. P-valor < 0,05 foi considerado significativo. 
Teste de Dunn. 
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 Na brânquia das tilápias, a atividade da CbE foi aumentada pelo E2 após 8 dias e 

pela cipermetrina após 5 dias. O grupo pré-exposto ao E2 e posteriormente exposto a 

cipermetrina mostrou menor aumento na atividade em relação ao grupo exposto a 

cipermetrina e também em relação ao grupo exposto ao hormônio. A atividade da 

enzima foi aumentada pelo E2 em mais de 200% em relação ao grupo pré-exposto ao 

E2 e posteriormente exposto ao diazinon. A pré-exposição ao BaP e posterior exposição 

aos agrotóxicos aumentou a atividade da enzima em relação ao grupo exposto somente 

aos agrotóxicos. Enquanto que a pré-exposição ao E2 e posterior exposição à mistura 

dos agrotóxicos causou ligeira inibição da enzima, a pré-exposição ao E2 e posterior 

exposição somente a cipermetrina causou aumento na atividade da enzima (Fig. 40).   
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Figura 40: Atividade da enzima carboxilesterase na brânquia de Oreochromis niloticus após 8 dias de 
exposição à mistura dos contaminantes (3 dias de pré-exposição seguido de mais 5 dias de exposição ao 
outro(s) contaminante(s)). Concentrações: 100 �g.L-1 de benzo(a)pireno (BaP); 500 �g.L-1 de diazinon 
(DZN); 1,5 �g.L-1 de cipermetrina (CPN); 2,5 �g.L-1 de 17�-estradiol (E2). Os resultados estão expressos 
em porcentagem de aumento ou diminuição em relação ao grupo controle. * indica diferença em relação 
ao grupo controle. Letra igual indica diferença significativa. P-valor < 0,05 foi considerado significativo. 
Teste de Dunn. 
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 Os níveis de MDA no fígado das tilápias não foram alterados pelos tratamentos 

testados (Fig. 41). 
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Figura 41: Níveis de malondialdeído no fígado de Oreochromis niloticus após 8 dias de exposição à 
mistura dos contaminantes (3 dias de pré-exposição seguido de mais 5 dias de exposição ao outro(s) 
contaminante(s)). Concentrações: 100 �g.L-1 de benzo(a)pireno (BaP); 500 �g.L-1 de diazinon (DZN); 1,5 
�g.L-1 de cipermetrina (CPN); 2,5 �g.L-1 de 17�-estradiol (E2). Os resultados estão expressos em 
porcentagem de aumento ou diminuição em relação ao grupo controle. Teste de Kruskal-Wallis. 
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Na brânquia das tilápias ocorreu aumento no nível de MDA pelo tratamento de 

pré-exposição ao E2 seguido de exposição à cipermetrina e diminuição pela pré-

exposição ao E2 seguida de exposição ao diazinon e pela exposição ao BaP somente. 

Ocorreu aumento nos níveis de MDA nos grupos pré-expostos ao BaP e posteriormente 

expostos aos agrotóxicos individualmente em relação ao grupo exposto ao BaP 

somente, que apresentou diminuição de MDA. Já no grupo pré-exposto ao E2 e 

posteriormente exposto ao diazinon ocorreu diminuição no nível de MDA em relação ao 

grupo exposto somente ao hormônio. Mas no grupo pré-exposto ao E2 e depois exposto 

a cipermetrina ocorreu aumento no nível de MDA em relação aos grupos expostos 

somente ao hormônio e à cipermetrina (Fig. 42). 
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Figura 42: Níveis de malondialdeído na brânquia de Oreochromis niloticus após 8 dias de exposição à 
mistura dos contaminantes (3 dias de pré-exposição seguido de mais 5 dias de exposição ao outro(s) 
contaminante(s)). Concentrações: 100 �g.L-1 de benzo(a)pireno (BaP); 500 �g.L-1 de diazinon (DZN); 1,5 
�g.L-1 de cipermetrina (CPN); 2,5 �g.L-1 de 17�-estradiol (E2). Os resultados estão expressos em 
porcentagem de aumento ou diminuição em relação ao grupo controle. * indica diferença em relação ao 
grupo controle. Letra igual indica diferença significativa. P-valor < 0,05 foi considerado significativo. 
Teste de Tukey. 
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Os níveis de GSH no fígado das tilápias aumentaram pelo BaP após 8 dias, pelos 

agrotóxicos individualmente após 5 dias e pela pré-exposição ao E2 seguida da 

exposição a mistura dos agrotóxicos. O grupo exposto somente ao BaP apresentou 

maior nível de GSH em relação aos grupos pré-expostos ao HPA e depois expostos aos 

agrotóxicos individualmente. O grupo exposto somente ao diazinon apresentou maior 

nível de GSH do que os grupos a mistura dos agrotóxicos, e pré-expostos ao BaP e ao 

E2 e depois expostos a ele. O grupo exposto somente a cipermetrina apresentou maior 

nível de GSH do que os grupos expostos à mistura dos agrotóxicos e pré-exposto ao E2 

e depois exposto a ela (Fig. 43). 
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Figura 43: Níveis de glutationa reduzida no fígado de Oreochromis niloticus após 8 dias de exposição à 
mistura dos contaminantes (3 dias de pré-exposição seguido de mais 5 dias de exposição ao outro(s) 
contaminante(s)). Concentrações: 100 �g.L-1 de benzo(a)pireno (BaP); 500 �g.L-1 de diazinon (DZN); 1,5 
�g.L-1 de cipermetrina (CPN); 2,5 �g.L-1 de 17�-estradiol (E2). Os resultados estão expressos em 
porcentagem de aumento ou diminuição em relação ao grupo controle. * indica diferença em relação ao 
grupo controle. Letra igual indica diferença significativa. P-valor < 0,05 foi considerado significativo. 
Teste de Dunn. 
 

Os níveis de GSH na brânquia das tilápias aumentaram pelo BaP após 8 dias, 

pelos agrotóxicos individualmente, pela pré-exposição ao E2 e posterior exposição a 

mistura dos agrotóxicos e pré-exposição ao BaP seguida de exposição aos dois 

agrotóxicos individualmente. O grupo exposto somente ao BaP apresentou nível de 

GSH aumentado em relação aos grupos pré-exposto ao BaP e posteriormente expostos 

as agrotóxicos individualmente. O grupo exposto ao diazinon somente apresentou nível 
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de GSH aumentado em relação ao grupo exposto a mistura dos agrotóxicos e pré-

exposto ao E2 e depois exposto a ele. O grupo exposto a cipermetrina somente 

apresentou o mesmo efeito, nível de GSH aumentado em relação ao grupo exposto 

mistura dos agrotóxicos e pré-exposto ao E2 e depois exposto a ela. O grupo exposto à 

mistura dos agrotóxicos apresentou menor nível de GSH do que os grupos expostos aos 

agrotóxicos individualmente e em relação ao grupo que foi pré-exposto ao E2 e 

posteriormente exposto a mistura dos agrotóxicos, e o grupo que foi pré-exposto ao BaP 

e posteriormente exposto a mistura dos agrotóxicos apresentou depleção no nível de 

GSH em relação ao grupo exposto à mistura. O grupo pré-exposto ao BaP e 

posteriormente exposto a mistura dos agrotóxicos também apresentou depleção no nível 

de GSH em relação ao grupo exposto somente ao BaP. E o grupo pré-exposto ao E2 e 

posteriormente exposto a mistura dos agrotóxicos apresentou aumento de mais de 150% 

no nível de GSH em relação ao grupo exposto somente ao E2 (Fig. 44).  
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Figura 44: Níveis de glutationa reduzida na brânquia de Oreochromis niloticus após 8 dias de exposição à 
mistura dos contaminantes (3 dias de pré-exposição seguido de mais 5 dias de exposição ao outro(s) 
contaminante(s)). Concentrações: 100 �g.L-1 de benzo(a)pireno (BaP); 500 �g.L-1 de diazinon (DZN); 1,5 
�g.L-1 de cipermetrina (CPN); 2,5 �g.L-1 de 17�-estradiol (E2). Os resultados estão expressos em 
porcentagem de aumento ou diminuição em relação ao grupo controle. * indica diferença em relação ao 
grupo controle. Letra igual indica diferença significativa. P-valor < 0,05 foi considerado significativo. 
Teste de Dunn. 
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 No fígado o IBR foi mais alto para o tratamento de pré-exposição ao E2 e 

posterior exposição à cipermetrina (6,641) seguido do tratamento de pré-exposição ao 

BaP e posterior exposição à mistura dos agrotóxicos (6,403) (Fig. 45-A).  

  Na brânquia o IBR foi mais alto para o tratamento de pré-exposição ao BaP e 

posterior exposição à cipermetrina (8,903) seguido do tratamento de pré-exposição ao 

BaP e posterior exposição ao diazinon (6,979) (Fig.45-B). 

 

 
Figura 45: Índice integrado de resposta de biomarcadores (IBR) para o fígado e brânquia em de 
Oreochromis niloticus após 8 dias de exposição à mistura dos contaminantes (3 dias de pré-exposição 
seguido de mais 5 dias de exposição ao outro(s) contaminante(s)). Concentrações: 100 �g.L-1 de 
benzo(a)pireno (BaP); 500 �g.L-1 de diazinon (DZN); 1,5 �g.L-1 de cipermetrina (CPN); 2,5 �g.L-1 de 
17�-estradiol (E2).  
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Em relação a efeitos genotóxicos das misturas, a exposição ao BaP aumentou a 

frequência de anormalidades nucleares nos eritrócitos das tilápias após 8 dias em 

relação ao grupo controle. A pré-exposição ao BaP seguida da exposição a cipermetrina 

diminuiu a frequência de micronúcleos em relação ao grupo exposto somente a 

cipermetrina e o grupo pré-exposto ao E2 e posteriormente exposto ao diazinon 

apresentou maior frequência de anormalidades em relação ao grupo exposto somente ao 

diaizinon (tabela 6). 

 

Tabela 6: Incidência de micronúcleos e anormalidades nucleares (média e desvio 
padrão) em eritrócitos de Oreochromis niloticus após 8 dias de exposição à mistura dos 
contaminantes (3 dias de pré-exposição seguido de mais 5 dias de exposição ao outro(s) 
contaminante(s)). 

MN: micronúcleo; BL: núcleo blebbed; NT: núcleo notched; LB: lobed: BE: brokeneggs; BN: célula 
binucleada; CA: cariólise; MT: média total; TA: total de células analisadas com alterações; NCA: número 
total de células analisadas. Concentrações: 100 �g.L-1 de benzo(a)pireno (BaP); 500 �g.L-1 de diazinon 
(DZN); 1,5 �g.L-1 de cipermetrina (CPN); 2,5 �g.L-1 de 17�-estradiol (E2). Letras iguais indicam 
diferença significativa.Teste de Dunn. 
 

As frequências de anormalidades foram observadas na seguinte ordem: notched 

e lobed > blebbed > brokeneggs > célula binucleada. Não foi observada cariólise. A 

figura 47 mostra eritrócitos normais, micronucleados e as anormalidades nucleares 

observadas nas tilápias. 
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Figura 47: Esfregaço sanguíneo de tilápias Oreochromis niloticus após 8 dias de exposição à mistura dos 
contaminantes (3 dias de pré-exposição seguido de mais 5 dias de exposição ao outro(s) contaminante(s)). 
Concentrações: 100 �g.L-1 de benzo(a)pireno (BaP); 500 �g.L-1 de diazinon (DZN); 1,5 �g.L-1 de 
cipermetrina (CPN); 2,5 �g.L-1 de 17�-estradiol (E2). A: eritrócitros normais. B: micronúcleo (seta). C: 
célula binucleada (seta). D: núcleo notched (seta). E: núcleo lobed (seta). F: núcleo blebbed. G: 
brokeneggs (seta). Coloração: Reação de�Feulgen. 
 

  

3. Discussão 

Os grupos pré-expostos ao BaP apresentaram indução ao EROD e a posterior 

exposição aos agrotóxicos não teve efeito significativo na atividade da enzima 

mostrando que o HPA é indutor da isoforma mas esses achados sugerem que a isoforma 

não é importante na biotransformação do diazinon e cipermetrina. Já a pré-exposição ao 

E2 teve efeito adverso; associado à cipermetrina aumentou a atividade da EROD e, 

associado ao diazinon e mistura deles diminuiu a atividade da enzima. O E2 sozinho 

não afetou a atividade da EROD, mas reduziu o nível da atividade para valor bem 

próximo ao do grupo controle e com a adição do diazinon a atividade reduziu ainda 

mais. Os resultados para pré-exposição ao E2 e adição do parecem sugerir que a 

interação deles tem efeito na diminuição da atividade da EROD. 
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As misturas dos contaminantes de modo geral, independentemente do 

agrotóxico, promoveu inibição da BROD no fígado nas tilápias. Apenas o BaP teve 

efeito indutor na atividade mas somente com a posterior adição dos agrotóxicos em 

conjunto, resultado  diferente do observado para a exposição ao BaP associado a cada 

agrotóxico isoladamente. 

  O mesmo efeito de inibição foi observado para a PROD no fígado das tilápias. 

As pré-exposições ao BaP e ao E2 minimizaram a inibição da enzima pela exposição 

aos agrotóxicos individualmente mas nas exposições subsequente às misturas deles o 

BaP e o E2 não tiveram efeito sobre a atividade da enzima. Esses resultados sugerem 

que é a interação do efeito da pré-exposição a um dos compostos com um agrotóxico 

que induz a enzima. A adição dos agrotóxicos, individualmente, mas principalmente 

misturados, reduziram a atividade da enzima que fora induzida pelo E2 sozinho, 

sugerindo a atuação desta isoforma P450 na biotransformação do hormônio e a ação dos 

agrotóxicos principalmente a associação deles, inibindo esse mecanismo. 

A pré-exposição ao E2 não foi significativa na atividade da EROD, quando o 

diazinon, a cipermetrina e o BaP foi adicionados, na atividade da BROD, quando o os 

agrotóxicos foram adicionados e na atividade da PROD quando o BaP foi adicionado. 

Quando o BaP foi adicionado, houve indução na atividade da BROD e quando os 

agrotóxicos foram adicionados, houve diminuição na atividade da PROD. A pré-

exposição ao BaP não foi significativa na atividade da EROD quando o diazinon e o E2 

foram adicionados, na atividade da BROD quando nenhum dos compostos foi 

adicionado. Quando a cipermetrina foi adicionada, houve indução na atividade da 

EROD, e quando os agrotóxicos foram adicionados houve diminuição na atividade da 

PROD. Esses achados mostram que a PROD foi mais responsiva às pré-exposições e a 

adição dos agrotóxicos causam mais efeitos nas enzimas de fase I do que o BaP. 

Logo, esses achados parecem sugerir que a pré-exposição ao E2 induzindo a 

atividade da BROD com a adição do BaP poderia vir a acelerar a sua biotransformação; 

já a diminuição na atividade da PROD com a adição dos agrotóxicos poderia vir a 

diminuir a biotransformação deles. A pré-exposição ao BaP induzindo a atividade da 

EROD com a adição da cipermetrina, poderia vir a acelerar sua biotransformação; já a 

diminuição na atividade da PROD com a adição dos dois agrotóxicos poderia vir a 

diminuir a biotransformação deles. Então, de modo geral, a adição dos agrotóxicos, 

independente da pré-exposição, causa diminuição na atividade da PROD.  
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A mistura do BaP, E2, diazinon (OP) e cipermetrina (PI), juntos, em maior 

concentração foi mais responsiva nos biomarcadores nas tilápias. E a resposta sobre os 

biomacardores nas tilápias pode ser adversa quando o contaminante está associado a 

outro, de outra categoria, sendo que um efeito se sobressai ao outro. Houve indução da 

EROD mostrando que o efeito do BaP se sobressaiu ao inibidor do E2 e a inibição da 

CbE no fígado foi mais acentuada pelas misturas dos contaminantes do que pelo 

diazinon isolado mostrando que a interação dos compostos está potencializando o efeito 

sob a enzima.  

Apesar do grupo pré-exposto ao E2 e posteriormente exposto ao diazinon 

mostrar diminuição na atividade da EROD em relação ao grupo exposto somente ao 

hormônio, em relação ao grupo pré-exposto ao hormônio e posteriormente exposto à 

mistura dos agrotóxicos não houve diferença. Esses achados mostram que a associação 

dos dois agrotóxicos não se potencializou.    

O que pode ter acontecido, por exemplo, foi que a indução de isoforma (s) CYP 

por um dos agrotóxicos gerou metabólito (s) que induziu ou potencializou a 

biotransformação do outro agrotóxico. Para as associações do E2 e do BaP com a 

cipermetrina, que foram mais responsivas nos biomarcadores no fígado e brânquia 

respectivamente, pode ter também ter acontecido o inverso. A biotransformação do 

primeiro composto inibiu alguma isoforma (s) CYP que atuaria na biotranformação da 

cipermetrina. Ou talvez outro fenômeno, a biotransformação do primeiro composto 

gerou metabólito (s) que inibiu a biotransformação da cipermetrina ou potencializou as 

respostas. A isoforma 1A aumentou (EROD) com a concentração de 2,5 μg.L-1 do E2 

por 5 dias, no primeiro experimento, de exposição 5 por dias, coincidindo com o 

período de pré-exposição das tilápias. A adição da cipermetrina diminuiu a atividade da 

EROD, no experimento V. A atividade da EROD não foi avaliada na brânquia, assim 

não temos como inferir se a resposta foi a mesma. 

Na atividade da GST no fígado das tilápias, a posterior exposição ao diazinon 

minimizou a redução na atividade da enzima causada pela pré-exposição ao BaP mas ao 

contrário, o BaP sozinho, potencializou a diminuição na atividade da enzima. Já na pré-

exposição ao E2 a posterior exposição ao diazinon potencializa a redução na atividade 

da GST. Assim nossos resultados mostraram que, de maneira geral, os tratamentos 

testados não induziram a GST no fígado das tilápias, ao contrário, diminuíram a 
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atividade. E o só diazinon, e somente na presença do BaP, parece induzir a fase II da 

biotransformação nas tilápias. 

Na brânquia, a atividade da GST respondeu diferente, pois ocorreu indução e foi 

pela pré-exposição ao BaP seguida das exposições aos agrotóxicos isolados. 

Individualmente, o BaP, o diazinon e a cipermetrina diminuíram a atividade da enzima 

revelando que é atribuída ao efeito da pré-exposição seguido da associação com o 

agrotóxico o aumento na atividade. O E2 sozinho causou maior diminuição na atividade 

da GST do que a pré-exposição ao E2 seguida das exposições aos agrotóxicos 

individualmente e misturados, sendo que a associação com o diazinon levou o nível da 

atividade próxima ao do grupo controle. Também observamos que associado com o BaP 

o diazinon minimiza a redução na atividade da GST no fígado.   De modo geral as taxas 

de variações observados nos grupos experimentais com relação ao grupo controle 

observadas na brânquia comparadas com o fígado foram menores e a brânquia 

apresentou grupos com indução na atividade da enzima mostrando que a esta estrutura é 

mais sensível no processo de biotransformação das misturas testadas do que o fígado.  

A atividade da AChE no encéfalo das tilápias só foi afetada pela cipermetrina, 

individualmente, apesar do potencial efeito inibidor do diazinon. Nos grupos onde a 

cipermetrina estava em associação não ocorreu esse efeito de aumento na atividade da 

enzima e no grupo exposto a mistura dos dois agrotóxicos, o efeito inibidor do diazinon 

não se sobressaiu. Na literatura há relatos de efeito contrário na enzima pela 

cipermetrina em peixes. Marigoudar et al. (2009) observaram inibição em Labeo rohita 

com 0,33 μg.L-1 por 14 dias pelo composto.  E Kumar et al., (2009) observaram 

inibição por concentrações de 60-80 μg.L-1 por 4 dias em Channa punctatus. 

Em relação à atividade da CbE no fígado das tilápias,  apesar de somente o 

diazinon ser o potencial inibidor da enzima, em geral houve diminuição na atividade. 

No grupo pré-expostos ao BaP e depois expostos ao diazinon e cipermetrina houve 

inibição mas o BaP sozinho promoveu aumento na atividade da enzima. A 

carboxilesterase é uma hidrolase de fase I; assim nossos resultados poderiam estar 

mostrando a atuação da enzima na biotransformação de algum metabólito do HPA.  O 

diazinon potencializou a inibição da CbE no grupo pré-exposto ao BaP, aí sim 

evidenciando o seu efeito. A pré-exposição ao E2 seguida da exposição à mistura dos 

agrotóxicos causou ligeiro aumento na atividade da enzima, mas a só a mistura dos 

agrotóxicos inibiu, novamente revelando o efeito do diazinon. E a pré-exposição ao E2 
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seguida da exposição à cipermetrina promoveu um aumento na atividade da enzima 

enquanto que só o E2 e só o agrotóxico causaram diminuição na atividade; esses 

achados sugerem que a associação desses dois compostos induz a biotransformação de 

algum(s) metabólito(s) pela hidrolase. 

Assim como a GST, a CbE respondeu de modo bem diferente do observado do 

fígado, na brânquia das tilápias. O grupo pré-exposto ao E2 e posteriormente exposto à 

mistura dos agrotóxicos apresentou atividade bastante diminuída em relação ao grupo 

exposto somente ao E2, efeito atribuído ao papel inibidor do diazinon na mistura. O 

mesmo ocorreu para o grupos pré-expostos ao BaP e depois exposto a mistura dos 

agrotóxicos e E2 e depois ao diazinon, sempre se sobressaindo o efeito inibidor do 

organofosforado. A pré-exposição ao E2 seguida da exposição à cipermetrina diminuiu 

a atividade da enzima em relação aos compostos individualmente, diferente do 

observado no fígado, onde a interação dos dois aumentou a atividade da enzima. Isso 

ressalta as particularidades metabólicas entre a brânquia e o fígado.  

Na brânquia das tilápias, independentemente da posterior exposição aos 

agrotóxicos, individualmente, os grupos pré-expostos ao BaP apresentaram maiores 

níveis de MDA do que o grupo exposto somente ao BaP, que apresentou diminuição; 

isso sugere que as células respondem melhor quando expostas somente ao BaP pois 

conseguem combater esses metabólitos indicativos de estresse oxidativo. A pré-

exposição ao E2 seguida da exposição ao diazinon teve o nível de MDA diminuído pelo 

agrotóxico em relação ao E2 também sugerindo uma resposta das células ao EO, mas a 

pré-exposição à cipermetrina teve efeito inverso, sendo que o agrotóxico aumentou o 

nível de MDA, mostrando efeito adverso entre os agrotóxicos para biomarcador de 

estresse oxidativo.  E a pré-exposição ao E2 potencializou o aumento no nível de MDA 

causado pela cipermetrina. 

No fígado das tilápias nos níveis de GSH se mostraram menores nos grupos 

submetidos às associações de contaminantes em relação aos contaminantes 

individualmente; a única exceção foi o grupo pré-exposto ao E2 e posteriormente 

exposto à mistura dos agrotóxicos, que apresentou nível semelhante ao dos grupos 

expostos aos contaminantes isolados, mas esse efeito se deve a mistura dos agrotóxicos, 

pois o E2 sozinho também foi exceção dentre os contaminantes individualmente pois o 

grupo de tilápias exposto a ele apresentou nível de GSH próximo ao do grupo controle. 
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Ou seja, é a pré-exposição ao hormônio associada ao efeito da interação dos dois 

agrotóxicos que estimula a síntese de GSH. 

Os níveis de GSH na brânquia das tilápias se mostraram em um padrão 

semelhante ao encontrado no fígado.  De um modo geral os resultados observados para 

os grupos expostos as misturas sugere depleção de GSH, podendo ser atribuída à 

atividade da GST que usa a glutationa como cofator, ou situação de estresse oxidativo 

onde a glutationa é requerida para neutralizar radicais livres. Variações no nível de 

MDA como foram observadas na brânquia pode estar atrelado a esses achados.  

Em relação a efeitos genotóxicos nos eritrócitos das tilápias, a posterior 

exposição à cipermetrina no grupo pré-exposto ao BaP promoveu diminuição na 

frequência de micronúcleos; no entanto apesar no potencial genotóxico do BaP, ele 

sozinho não acarretou em aumento na taxa de MN. Já a adição do diazinon no grupo 

pré-exposto ao E2, cujo potencial genotóxico não é significativamente reconhecido, 

aumentou a frequência de anormalidades nucleares e o diazinon sozinho também não 

acarretou em alteração na taxa de anormalidades como também não é significativo seu 

potencial genotóxico, mas a interação deles sim teve efeito. 

A pré-exposição do E2 e do BaP com a cipermetrina ter se mostrado mais 

responsiva do que a associação com o diazinon, um composto organofosforado, não é 

surpreendente. De fato para peixes os piretróides são agrotóxicos mais tóxicos do que 

para mamíferos com a CL50 da cipermetrina para várias espécies variando de 0.4–3.20 

lg/L em 96 hs (Anadón et al. 2009).  

Essa resposta observada é bastante instigante. Os peixes machos não sintetizam 

vitelogenina, proteína precursora da proteína constituinte da gema do ovo, mas eles 

apresentam o gene para síntese dela, a partir do estímulo do E2 caso sejam expostos a 

ele. Assim o fígado dos peixes machos é bastante sensível ao hormônio passando a 

sintetizá-la quando expostos ao E2, pois os hepatócitos têm receptores para ele (Navas e 

Segner, 2001). Logo não é de nos surpreendermos do fígado de tilápias machos se 

mostrar mais sensível ao hormônio do que ao BaP, que já está sendo metabolizado pela 

brânquia e sangue até que chegue até ele. 

Apesar dos dois agrotóxicos usados no estudo serem neurotóxicos, a associação 

deles não acarretou em mais respostas nos biomarcadores avaliados para as tilápias, 

pelo contrário, o IBR para o tratamento com os dois agrotóxicos isolados foi maior nos 
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dois tecidos do que para o IBR dos tratamentos dos agrotóxicos misturados. Na 

brânquia os valores de IBR para os tratamentos com misturas estão menores do que os 

tratamentos com misturas no fígado e o IBR do fígado também se mostra maior do que 

na brânquia. Ou seja, as misturas, mais do que os contaminantes isolados afetaram os 

biomarcadores e o fígado apresentou mais alterações nos biomarcadores.  

Os dois agrotóxicos (PI e OP), mesmo de categorias bioquímica diferentes, são 

neurotóxicos e não observamos efeitos potencializados quando associados. Pelo 

contrário, o IBR mostrou que misturados, eles não causam menos efeitos nos 

biomarcadores estudados, no fígado e na brânquia. O esperado era que, a exposição ao 

diazinon (OP) inibindo a CbE, diminuísse a taxa de hidrólise da cipermetrina, como um 

composto piretróide, um éster (WHEELOCK et al., 2008). 

E mais uma vez o fígado se mostrou responder diferente das brânquias, pois o 

fígado se mostrou mais sensível à pré-exposição ao E2 enquanto que a brânquia foi à 

pré-exposição ao BaP.   

Há na literatura relatos de que exposição a BaP causa diminuição do nível de E2 

(HOFFMANN; ORIS, 2006) pois induz atividade P450, em rato (VAN LIPZIG et al., 

2005). Estudo mostrou que a exposição aos organosforados clorpirifos e fonofos e 

piretróides deltametrina e permetrina inibem a metabolização do E2 por CYP3A4 

(USMANI et al., 2006). Assim estudos têm mostrado que a associação de 

contaminantes afeta a biotransformação deles individualmente e é importante que isso 

seja avaliado.  

Observamos que a exposição ao BaP em tilápias pré-expostas à mistura de 

cipermetrina (PI) e diazinon (OP) induz a BROD e a exposição ao E2 em tilápias pré-

expostas à mistura de cipermetrina (PI) e diazinon (OP) diminui a atividade da PROD. 

Estudo anterior em nosso laboratório mostrou que a pré-exposição por 3 dias  a 500 

μg.L-1  de BaP não afetou a atividade da CbE na brânquia  de tilápias mas a adição de 

500 μg.L-1  de diazinon inibiu a enzima após 2 dias, revelando que a pré exposição ao 

HPA não teve efeito na atividade da esterase e que prevaleceu o efeito inibido do 

agrotóxico (TRIDICO et al., 2010). 

Elhalwagy e Zaki observaram que o clorpirifos a 20 mg/Kg (OP) inibiu a CbE 

após 7 e 14 dias em ratos e a deltametrina a 2 mg/Kg (PI) não, mas a mistura deles 
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também inibiu, mostrando que o feito inibidor do organofosforado se sobressai, como 

também observamos no nosso experimento de mistura a todos os contaminantes.   

Liu et al. (2006) observaram em ratos que 1/600 da CL50 de cipermetrina em 

mistura com metil paration (OP) diminuem os níveis de E2 atuando, em associação, 

como desreguladores endócrinos nos animais. 

Micronúcleos (MN) e aberrações cromossômicas (quebras) foram 

diagnosticados em Channa punctata expostos a cipermetrina em concentrações de 0,4-

1,2 μg.L-1 por períodos de 48 a 72 horas (ANSARI et al., 2011). Em baixas 

concentrações, de 10-12 e 10-8 M, o diaznon causou MN em culturas de células de 

mamíferos MCF-7 (UKPEBOR et al., 2011) e a 750 μM causou MN em linfócitos 

humanos (KARAMIAN et al., 2013).  

O E2 não é reconhecido por apresentar potencial genotóxico, até porque é um 

hormônio natural, mas causou MN e anormalidades nucleares em Dicentrarchus labrax 

em concentrações de 200 e 2000 ng.L-1 (TELES et al., 2006).  

Observamos que a pré-exposição ao E2 potencializou a taxa de anormalidades 

nucleares em relação à adição ao diazinon. O que pode ter acontecido é que a pré-

exposição gerou algum metabólito que ao reagir com o diazinon ou algum metabólito 

seu, gerou um composto genotóxico. 

Também vimos que a pré-exposição ao BaP minimizou a frequência de MN em 

relação à adição da cipermetrina. Como o BaP sozinho não induziu aumento na taxa de 

MN, pode ter acontecido evento semelhante ao descrito anteriormente;  a pré-exposição 

gerou algum metabólito que ao reagir com a cipermetrima ou algum metabólito seu, 

gerou um composto genotóxico. 

Tem se discutido que os micronúcleos possam ser uma forma de eliminação de 

algum tipo de dano sobre o material genético. Fernandes et al., 2007 demostraram em 

Allium cepa que o sistema-teste quando exposto ao agrotóxico herbicida trifluralina, 

tem o material nuclear amplificado, em decorrência de ação aneugênica  do composto 

(aumento no número de cromossomo) e houve a eliminação de material sob a forma de 

MN. Evento similar foi observado em tumores humanos; a presença de oncogene 

amplificado nesses tumores, geralmente presentes em elementos extracromossômicos 

seria acelerada pela formação de MN (VON HOFF et al., 1992).  
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As anormalidades, nesse trabalho como um todo, foram mais frequentemente 

observadas em relação aos micronúcleos. Elas são mais espontaneamente encontradas 

em relação aos micronúcleos (ÇAVAS; ERGENE-GÖZÜKARA, 2003). Fenechand e 

Crott (2002) atribuem à alta taxa de anormalidades nucleares em linfócitos humanos em 

condição de deficiência de ácido fólico. O folato participa do processo de síntese e 

reparo do DNA, atuando na metilação da citosina, e na síntese de purinas e pirimidinas 

(DUTHIE, 2011).  
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Capítulo IV 

Estudo de monitoramento ambiental do rio Tietê no trecho do 

município de Araçatuba – SP 

A cidade de Araçatuba é conhecida como a “capital do boi gordo” pela 

importante atividade de pecuária, mas que vem sendo substituída pela atividade 

sucroalcooleira em virtude da disponibilidade de terras, proximidade com o rio Tietê e 

incentivos fiscais. 

No entanto nos últimos 10 anos têm ocorrido na região significativo aumento do 

setor sulcroalcooleiro em substituição à pecuária e construção de condomínios e clubes 

náuticos na cabeceira do rio e ainda não se conhece a influência dessas atividades na 

saúde da fauna aquática da região.  

De 2004 a 2009 o cultivo de cana-de-açúcar aumentou 238,5% em Araçatuba; é 

a segunda região que mais cresce em produção, só perde para São José do Rio Preto 

(RUDORFF et al., 2010).  

 

Objetivos 

�     Testar se as tilápias expostas às aguas coletadas nos pontos do rio Tietê 

apresentam alterações bioquímicas, influenciados pelas atividades de lazer 

dos condomínios náuticos e atividades canavieiras na região ou pelos 

contaminantes decorrentes dessas atividades; 

�      Testar se há diferença nas respostas bioquímicas entre as estações seca e 

chuvosa, influenciadas por fatores ambientais e econômicos característicos da 

região. 

 

1. Material e Métodos 

Os peixes usados nos experimentos de exposição à água do rio Tietê foram 

machos adultos, foram cedidos pela Profa. Dra. Eliane Gonçalves de Freitas (do Dep. 

Zoologia e Botânica, IBILCE, UNESP, São José do Rio Preto) e transportados até um 

rancho no condomínio Copacabana, em Araçatuba - SP, onde foram mantidos por 5 dias 

em caixa de PVC com 500 litros de água, com oxigenação.  
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Antes dos experimentos os peixes eram alimentados com ração petelizada (24% 

de proteína), uma vez ao dia. 

O experimento na estação seca foi realizado em setembro de 2012 e foram 

usados peixes de 89,81 ± 8,01 g e 14,51 ± 0,15 cm. O experimento da estação chuvosa 

foi realizado em fevereiro de 2013 e foram usados peixes de 87,52 ± 8,41 g e 13,47 ± 

0,20 cm.  

Inicialmente foi proposto no projeto que o estudo de monitoramento seria 

realizado no rio (Fig. 48), onde os peixes seriam alojados em gaiolas e estas presas às 

margens e mantidas lá por 3 dias, e então coletados. No entanto em visita prévia dos 

pontos diagnosticou-se baixa concentração de oxigênio dissolvido na água nesses locais 

atribuída a presença de superpopulação de macrófitas elodea, vulgarmente conhecida 

por rabo de gato, nas margens do rio (Fig. 48-D e E), um problema que afeta não 

somente a região de Araçatuba.  

Em todos os pontos analisados a concentração de oxigênio dissolvido não 

chegou a 4 mg.L-1 e o recomendado para tilápias é de 6-8 mg.L-1. Então tivemos a ideia 

de coletar a água, colocá-la em aquários de 20 litros, oxigená-la por meio de bomba e lá 

manter os peixes durante o período experimental. Os experimentos de exposição dos 

peixes à água do rio foram realizados no rancho, no condomínio Copacabana, em 

Araçatuba. Galões foram usados para coletar água de 4 pontos do rio por meio de um 

bote movido a motor de popa.  

Os experimentos de exposição dos peixes à água do rio foram realizados no 

rancho, no condomínio Copacabana, em Araçatuba. Galões foram usados para coletar 

água de 4 pontos do rio por meio de um bote movido a motor de popa.  
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Figura 48: Fotografias do rio Tietê, no município de Araçatuba – SP (fonte: autora). A: Tietê Resort 
Convention Araçatuba. B: condomínio Residencial Copacabana. C: usina sulcro-alcoleira Raizen. D e E: 
margem do rio habitada por algas elodea.  
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O mapa na figura abaixo mostra a área do rio Tietê que foi estudada. 

 

  
  

O rio corre no sentido do ponto 1 ao 2. O ponto 1 (B), o primeiro da área 

escolhida, é margeado por mata preservada com mais de 1 Km de extensão e forma uma 

espécie de lagoa natural na região, conforme a foto B e por isso foi considerado o ponto 

“referência”. 

 O ponto 2 (C – x) é margeado por condomínio náutico com cerca de 700 lotes 

residenciais (a), com intensa atividade de lazer, principalmente nos finais de semana, 

� A: Foto de satélite do trecho do rio Tietê em Araçatuba – 
SP onde foi realizado o estudo de monitoramento. (fonte: 
Google Earth, data 5/10/2013. Localização 20o55´25.71”S  
50o24’12.56”O 

B: Detalhe do Ponto 1, considerado “referência” pois a 
área é margeada por mata preservada e o fluxo do rio corre 
em direção aos outros pontos. Localização: 21º07´16.65”S  
50º14’14.57”O 

C: Detalhe dos Pontos 2 e 3. O Ponto 2 localiza-se no 
condomínio náutico Copacabana (a) e o Ponto 3 localiza-
se próximo a canavial (a) e usina sucroalcooleira Raizen 
(b). Localização: 21º02´47.62”S  50o26’30.61”O 

D: Detalhe do Ponto 4. Braço do rio localizado a 0,5 Km 
da usina sucroalcooleiraa Aralco. Localização: 
20º54´35.37”S  50o24’23.65”O 

�
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feriados e período de férias escolares. O local serve para banho, atividade de pesca e 

embarque/desembarque de lanchas, moto aquática e motores de popa. 

O ponto 3 (C-*) é margeado por área impactada ocupada por canavial (c) e 

próximo a usina sucroalcooleira (b). 

O ponto 4 (D) é um braço do rio, próximo a usina sucroalcooleira. Não há 

canavial nas redondezas, porém, há relatos de funcionário da usina que o braço do rio 

recebe efluente direto da usina (comunicação pessoal). 

A figura 49 mostra em detalhe cada um dos pontos estudados. 

 

�
Figura 49: Detalhe dos pontos do rio Tietê, Araçatuba - SP (fonte: autora) 
A: Ponto 1 - área preservada (referência) 
B: Ponto 2 - condomínio Residencial Copacabana 
C: Ponto 3 - área próxima a canavial e usina sucro-alcooleira  
D: Ponto 4 - braço do rio Tietê que recebe efluente de usina sucro-alcooleira  

 

No rancho, caixas de plástico que serviram como aquários foram preeenchidas 

com 20 litros de água e oxigenadas artificialmente e então os peixes foram colocados 

(um animal por caixa) e mantidos nessa água por 3 dias (período experimental). Foram 

usados no estudo 5 peixes expostos à água de cada um dos 4 pontos de coleta, 

totalizando 20 animais (Fig. 50). 
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Figura 50: Experimento de exposição das tilápias Oreochromis niloticus à água do rio Tietê de Araçatuba - 
SP. A: rancho no condomínio Copacabana onde foi montado o experimento. B: caixa (500 litros) onde os 
peixes permaneceram por 5 dias para aclimatação após a  viagem. C: galões usados para coleta de água do 
rio. D e E: experimento de exposição dos peixes à água do rio. F: mensuração de parâmetro fisico-químico 
da água. G e H: coleta de material biológico. 

 

Transcorridos os períodos experimentais, os peixes foram sedados com 

benzocaína (65 mg/L de água) e sacrificados por secção cervical e o fígado, brânquias e 

encéfalo foram dissecados e coletado sangue. Os tecidos foram armazenados em 

nitrogênio liquido e transportados para o laboratório. Com o sangue foi feito esfregaço e 

então fixados com metanol. 
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A atividade da CbE e da AChE foi medida pelo método de Ellman et al. (1961). 

As atividades da EROD, BROD e PROD foram avaliadas segundo o método de Burke e 

Mayer (1985). A análise da GST foi realizada segundo o método de Keen et al. (1976). 

 A quantificação de proteínas total das amostras foi realizada segundo o método 

de Bradford (1976). Os níveis de MDA foram quantificados por HPLC com detector 

UV e monitorados a 532 nm (ALMEIDA et al., 2004; 2003). A análise de GSH foi 

realizada por meio de HPLC acoplado a um detector eletroquímico, seguindo a 

metodologia de Rodríguez-Ariza et al. (1994).  

Para o teste do micronúcleo e anormalidades nucleares, após a fixação dos 

esfregaços procedeu-se o processo de coloração pela reação de Schiff.�

Para os dados foram aplicados o teste de normalidade de Shapiro-Wilk e o teste 

de homogeneidade das variâncias (Levene).  Os dados não paramétricos foram 

normalizados por transformação quadrática, logarítmica ou recíproca. Aplicou-se Anova 

two-way seguido do teste post hoc de Tukey.  

 

2. Resultados 

As características químicas e físicas da água coletada nos pontos estudados estão 

descritas na tabela 7.  

 

Tabela 7: Características fisico-químicas da água coletada no trecho do rio Tietê no 
município de Araçatuba – SP. Exposição de tilápias Oreochromis niloticus à água do rio 
por 3 dias. 

  
COLETA DA ÁGUA EXPOSIÇÃO DOS PEIXES 

   
 

[o2] dissolvido  
(mg.L-1) 

 
 

Temperatura 
(oC) 

Início do período Final do período (3 dias) 

  pH Temperatura 
(oC) 

[o2] dissolvido  
(mg.L-1) 

pH Temperatura 
(oC) 

[o2] dissolvido  
(mg.L-1) 

ESTAÇÃO 
SECA 

     
 

  

Ponto 1 
Ponto 2 
Ponto 3 
Ponto 4 

3,89 27,5 7,72 ± 0,24 26,8 ± 0,23 6,51 ± 0,31 7,89 ± 0,04 28,5 ± 0,22 6,23 ± 0,14 
2,81 28,5 7,99 ± 0,24 26,7 ± 0,50 6,84 ± 0,21 7,92 ± 0,08 28,3 ± 0,10 6,15 ± 0,21 
3,55 27,6 7,84 ± 0,07 27,0 ± 0,12 6,66 ± 0,17 7,88 ± 0,08 28,6 ± 0,21 6,15 ± 0,22 

4,11 26,8 7,85 ± 0,08 27,9 ± 0,19 6,58 ± 0,25 8,03 ± 0,06 28,9 ± 0,15 6,19 ± 0,18 

ESTAÇÃO 
CHUVOSA 

        

Ponto 1 
Ponto 2 
Ponto 3 
Ponto 4 

2,31 29,1 7,90 ± 0,03 27,3 ± 0,74 6,88 ± 0,19 7,46 ± 0,12 28,0 ± 0 6,17 ± 0,21 
3,18 28,1 7,88 ± 0 26,7 ± 0 6,74 ± 0,24 7,47 ± 0,14 27,9 ± 0 6,15 ± 0,20 
2,97 28,5 7,89 ± 0,01 26,6 ± 0 6,67 ± 0,33  7,41 ± 0,13 27,9 ± 0 6,17 ± 0,15 
4,34 27,8 7,92 ± 0,01 26,6 ± 0,08 6,63 ± 0,30 7,54 ± 0,11 27,9 ± 0 6,18 ± 0,15  

Os valores dos parâmetros dos pontos para exposição dos peixes referem-se à média e desvio-padrão das 
mensurações nos aquários, para cada grupo experimental.  Na estação seca o experimento ocorreu em 
setembro de 2012 e na estação chuvosa, em fevereiro de 2013. 
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Como pode ser observado, pH, temperatura e nível de oxigênio dissolvido não 

mostraram oscilações consideráveis durante o período experimental e nem entre os 

grupos experimentais. O uso da oxigenação artificial melhorou consideravelmente o 

nível de O2 na água, que passou para níveis recomendáveis para tilápias de 6-8 mg.L-1.  

No fígado das tilápias a atividade da EROD não se mostrou diferente entre 

grupos expostos às águas coletadas nos diferentes pontos do rio Tietê e nem na estação 

seca em relação à estação chuvosa (Fig. 51). 

�
Figura 51: Atividade da enzima EROD no fígado de Oreochromis niloticus expostas por 3 dias à água do 
rio Tietê no município de Araçatuba – SP. Ponto 1 - área preservada. Ponto 2 - condomínio náutico 
residencial. Ponto 3 - área próxima a canavial e usina sucroalcooleira. Ponto 4 - braço do rio Tietê que 
recebe efluente de usina sucroalcooleira. Anova two-way. n.s.: não significativo para p < 0,05. 
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Para a atividade da BROD no fígado das tilápias houve interação dos efeitos 

“ponto do rio” e “estação do ano”. O grupo exposto à água coletada no ponto 4 (braço 

do rio Tietê que recebe efluente de usina sucroalcooleira), na estação chuvosa,  

apresentou nível aumentado da atividade da enzima em relação aos demais grupos (Fig. 

52). 

 

Figura 52: Atividade da enzima BROD no fígado de Oreochromis niloticus expostas por 3 dias à água do 
rio Tietê no município de Araçatuba – SP. Ponto 1 - área preservada. Ponto 2 - condomínio náutico 
residencial. Ponto 3 - área próxima a canavial e usina sucroalcooleira. Ponto 4 - braço do rio Tietê que 
recebe efluente de usina sucroalcooleira. Teste de Tukey. Letras diferentes indicam diferença. 
 

No fígado das tilápias a atividade da PROD se mostrou aumentado no grupo 

exposto à água coletada no ponto 3 (área próxima a canavial e usina de cana-de-açúcar) 

em relação aos pontos 1 (área referência) e ponto 2 (área de condomínio náutico), na 

estação chuvosa (Fig. 53). 

�
Figura 53: Atividade da enzima BROD no fígado de Oreochromis niloticus expostas por 3 dias à água do 
rio Tietê no município de Araçatuba – SP. Ponto 1 - área preservada. Ponto 2 - condomínio náutico 
residencial. Ponto 3 - área próxima a canavial e usina sucroalcooleira. Ponto 4 - braço do rio Tietê que 
recebe efluente de usina sucroalcooleira. n.s.: não significativo para p < 0,05. Teste de Tukey. Letras 
diferentes indicam diferença. 
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No fígado das tilápias a atividade da GST se mostrou maior nos grupos expostos 

à água coletada na estação chuvosa em relação à estação seca, mas não diferiu entre os 

pontos (Fig. 54)  

 
Figura 54: Atividade da enzima glutationa S-transferase no fígado de Oreochromis niloticus expostas por 
3 dias à água do rio Tietê no município de Araçatuba – SP. Ponto 1 - área preservada. Ponto 2 - 
condomínio náutico residencial. Ponto 3 - área próxima a canavial e usina sucroalcooleira. Ponto 4 - 
braço do rio Tietê que recebe efluente de usina sucroalcooleira. n.s.: não significativo para p < 0,05. Teste 
de Tukey. 
 

Na brânquia das tilápias a atividade da GST se mostrou maior nos grupos 

expostos à água coletada na estação seca em relação à estação chuvosa e aumentado nos 

grupos exposto à água coletada nos 3 pontos sob influência antrópica em relação ao 

grupo referência (Fig. 55).  

 

 

Figura 55: Atividade da enzima glutationa S-transferase na brânquia de Oreochromis niloticus expostas 
por 3 dias à água do rio Tietê no município de Araçatuba – SP. Ponto 1 - área preservada. Ponto 2 - 
condomínio náutico residencial. Ponto 3 - área próxima a canavial e usina sucroalcooleira. Ponto 4 - 
braço do rio Tietê que recebe efluente de usina sucroalcooleira. n.s.: não significativo para p < 0,05. Teste 
de Tukey. letras diferentes indicam diferença. 
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No encéfalo das tilápias a atividade da AChE se mostrou menor nos grupos 

expostos à água coletada em todos os pontos na estação chuvosa em relação à estação 

seca, e o grupo exposto à água coletada no ponto 2 (área de condomínio náutico) se 

mostrou aumentada em relação aos grupos expostos à água coletada nos outros pontos, 

na estação seca  (Fig. 56).  

�

�
Figura 56: Atividade da enzima acetilcolinesterase no encéfalo de Oreochromis niloticus expostas por 3 
dias à água do rio Tietê no município de Araçatuba – SP. Ponto 1 - área preservada. Ponto 2 - condomínio 
náutico residencial. Ponto 3 - área próxima a canavial e usina sucroalcooleira. Ponto 4 - braço do rio Tietê 
que recebe efluente de usina sucroalcooleira. não significativo para p < 0,05. Teste de Tukey. n.s.: não 
significativo para p < 0,05. Letras diferentes indicam diferença. 
 

No fígado das tilápias a atividade da CbE se mostrou menor nos grupos expostos 

à água coletada na estação chuvosa em relação à estação seca, mas não diferiu entre os 

pontos (Fig. 57). 

�

Figura 57: Atividade da enzima acetilcolinesterase no encéfalo de Oreochromis niloticus expostas por 3 
dias à água do rio Tietê no município de Araçatuba – SP. Ponto 1 - área preservada. Ponto 2 - condomínio 
náutico residencial. Ponto 3 - área próxima a canavial e usina sucroalcooleira. Ponto 4 - braço do rio Tietê 
que recebe efluente de usina sucroalcooleira. n.s.: não significativo para p < 0,05. Teste de Tukey. 
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Na brânquia das tilápias, assim como no fígado, a atividade da CbE se mostrou 

menor nos grupos expostos à água coletada na estação chuvosa em relação à estação 

seca, e no grupo exposto à água coletada no ponto 2 (área de condomínio náutico) se 

apresentou maior em relação aos demais pontos  (Fig. 58). 

 

�

Figura 58: Atividade da enzima carboxilesterase na brânquia de Oreochromis niloticus expostas por 3 
dias à água do rio Tietê no município de Araçatuba – SP. Ponto 1 - área preservada. Ponto 2 - condomínio 
náutico residencial. Ponto 3 - área próxima a canavial e usina sucroalcooleira. Ponto 4 - braço do rio Tietê 
que recebe efluente de usina sucroalcooleira. n.s.: não significativo para p < 0,05. Teste de Tukey. 
 

No fígado das tilápias os níveis do MDA se apresentaram aumentados nos 

grupos expostos às águas coletadas na estação chuvosa e diminuídos dos grupos 

expostos às águas coletadas na estação seca (Fig. 59). 

 

Figura 59: Níveis de malondialdeído no fígado de Oreochromis niloticus expostas por 3 dias à água do rio 
Tietê no município de Araçatuba – SP. Ponto 1 - área preservada. Ponto 2 - condomínio náutico 
residencial. Ponto 3 - área próxima a canavial e usina sucroalcooleira. Ponto 4 - braço do rio Tietê que 
recebe efluente de usina sucroalcooleira. n.s.: não significativo para p < 0,05. Teste de Tukey. 
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Para os níveis de MDA na brânquia das tilápias houve interação dos efeitos 

“ponto do rio” e “estação”. Na brânquia das tilápias os níveis de MDA se apresentaram 

maiores nos grupos expostos às águas coletadas na estação chuvosa e aumentado no 

grupo exposto ao ponto 2 (área de condomínio náutico) em relação aos outros grupos e 

na estação seca, o nível de MDA se apresentou diminuído no grupo exposto à água 

coletada no ponto 3 (área próxima a canavial e usina) em relação ao ponto 1 (referência) 

(Fig. 60). 

 

Figura 60: Níveis de malondialdeído na brânquia de Oreochromis niloticus expostas por 3 dias à água do 
rio Tietê no município de Araçatuba – SP. Ponto 1 - área preservada. Ponto 2 - condomínio náutico 
residencial. Ponto 3 - área próxima a canavial e usina sucroalcooleira. Ponto 4 - braço do rio Tietê que 
recebe efluente de usina sucroalcooleira. Teste de Tukey. Letras difentes indicam diferença. 
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No fígado das tilápias os níveis de GSH se apresentaram maiores nos grupos 

expostos às águas coletadas na estação seca e aumentado no grupo exposto à água 

coletada no ponto 2 (área de condomínio náutico) em relação aos outros grupos, na 

estação. Na estação chuvosa o nível de GSH se apresentou menor no grupo exposto à 

água coletada no ponto 1 (referência) em relação aos demais pontos (Fig. 61). 

 

Figura 61: Níveis de glutationa reduzida no fígado de Oreochromis niloticus expostas por 3 dias à água 
do rio Tietê no município de Araçatuba – SP. Ponto 1 - área preservada. Ponto 2 - condomínio náutico 
residencial. Ponto 3 - área próxima a canavial e usina sucroalcooleira. Ponto 4 - braço do rio Tietê que 
recebe efluente de usina sucroalcooleira. n.s.: não significativo para p < 0,05. Teste de TukeyLetras 
diferentes indicam diferença. 
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Na brânquia das tilápias os níveis de GSH se apresentaram maiores nos grupos 

expostos às águas coletadas na estação seca e diminuído no grupo exposto à água 

coletada no ponto 2 (área de condomínio náutico) em relação os  grupos expostos à água 

coletadas nos outros pontos na estação chuvosa (Fig. 62). 

 

Figura 62: Níveis de glutationa reduzida na brânquia de Oreochromis niloticus expostas por 3 dias à água 
do rio Tietê no município de Araçatuba – SP. Ponto 1 - área preservada. Ponto 2 - condomínio náutico 
residencial. Ponto 3 - área próxima a canavial e usina sucroalcooleira. Ponto 4 - braço do rio Tietê que 
recebe efluente de usina sucroalcooleira. n.s.: não significativo para p < 0,05. Teste de TukeyLetras 
diferentes indicam diferença. 
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Para a frequência de micronúcleos nos eritrócitos das tilápias houve interação 

dos efeitos “ponto do rio” e “estação do ano”. Houve aumento na taxa de micronúcleos 

no grupo exposto à água coletada no ponto 1 (referência), na estação chuvosa, em 

relação a todos os outros grupos (Fig. 63-A).  

Para a frequência de anormalidades nucleares nos eritrócitos não houve 

diferenças entre grupos expostos às águas coletadas nos diferentes pontos do rio Tietê e 

nem na estação seca em relação à estação chuvosa (Fig. 63-B).  

 

 

Figura 63: Taxa de micronúcleos e anormalidades nucleares em eritrócitos de Oreochromis niloticus 
expostas por 3 dias à água do rio Tietê no município de Araçatuba – SP. A: Taxa de micronúcleo. B: Taxa 
de anormalidades nucleares.  Ponto 1 - área preservada. Ponto 2 - condomínio náutico residencial. Ponto 3 
- área próxima a canavial e usina sucroalcooleira. Ponto 4 - braço do rio Tietê que recebe efluente de 
usina sucroalcooleira. n.s.: não significativo para p < 0,05. Teste de Dunn. * diferente de todos os grupos. 
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Na estação seca foi observada mais anormalidade do tipo lobed (tabela 8) e na 

estação chuvosa, mais do tipo notched (tabela 9). 

 

Tabela 8: Incidência de alterações nucleares (médias e desvios padrão) encontradas em 
eritrócitos de Oreochromis niloticus após 3 dias de exposição em diferentes amostras de 
água coletadas ao longo do rio Tietê em Araçatuba - SP em estação seca. 

Alterações Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3 Ponto 4 
BL 0,6 ± 1,34 5,0 ± 4,06 0,6 ± 1,34 3,4 ± 1,97 
NT 1,0 ± 2,23 4,8 ± 6,90 3,2 ± 2,38 11,8 ± 8,37 
LB 4,6 ± 3,57 9,8 ± 5,49 3,6 ± 3,36 11,6 ± 8,14 
BE 0,0 ± 0,00 0,6 ± 1,34 0,0 ± 0,00 0,6 ± 1,34 
BN 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 
CA 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 
MT 3,0 ± 1,19 3,3 ± 2,96 1,2 ± 1,18 4,5 ± 3,80 
TA 62 202 74 274 

NCA 15000 15000 15000 15000 
BL: núcleo blebbed; NT: núcleo notched; LB: lobed: BE: brokeneggs; BN: célula 
binucleada; CA: cariólise; MT: média total; TA: total de células analisadas com 
alterações; NCA: número total de células analisadas. Teste de Kruskal-Wallis. 

 

As frequências de anormalidades foram observadas na seguinte ordem: lobed  

> notched > blebbed > brokeneggs. Não foi observada célula binucleada e cariólise.   

 

Tabela 9: Incidência de alterações nucleares (médias e desvios padrão) 
encontradas em eritrócitos de Oreochromis niloticus após 3 dias de exposição em 
diferentes amostras de água coletadas ao longo do rio Tietê em Araçatuba - SP em 
estação chuvosa. 

Alterações Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3 Ponto 4 
BL 0,3 ± 0,57 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 
NT 12,3 ± 8,50 8,2 ± 10,80 33,6 ± 22,67 2,2 ± 1,70 
LB 1,0 ± 1,73 3,7 ± 1,91 3,0 ± 2,64 5,1 ± 3,74 
BE 3,3 ± 4,93 0,0 ± 0,50 0,0 ± 0,00 0,5 ± 1,00 
BN 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 
CA 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 0,0 ±  0,00 
MT 2,8 ± 5,12 1,9 ± 5,68 6,1 ± 3,05 1,2 ± 3,03 
TA 120 94 222 64 

NCA 15000 15000 15000 15000 
BL: núcleo blebbed; NT: núcleo notched; LB: lobed: BE: brokeneggs; BN: célula 
binucleada; CA: cariólise; MT: média total; TA: total de células analisadas com alterações; 
NCA: número total de células analisadas. Teste de Kruskal-Wallis. 

 

As frequências de anormalidades foram observadas na seguinte ordem: notched > 

lobed > blebbed > brokeneggs. Não foi observada célula binucleada e cariólise.   
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3. Discussão 

De modo geral as enzimas de fase I mostraram maior nível de atividade nas 

tilápias expostas às águas coletadas em áreas próximas de usina e usina e canavial 

(pontos 4 e 3). 

A atividade da EROD não mostrou variação entre os pontos nem entre as 

estações. Esses achados mostraram que entre os pontos, nos períodos estudados, não 

haveria na água compostos que pudessem estar induzindo a isoforma em concentração 

suficiente para elevar o nível basal da enzima, em relação ao do ponto 1, como 

referência.  

A atividade da BROD nas tilápias expostas à água coletada no bracinho do rio 

próximo a usina, se apresentou elevada, independente da estação, sugerindo a presença 

no ponto 4 de composto (s) indutor(es) da isoforma de fase I, que seria oriundo da 

própria usina e independentemente da fase de funcionamento dela e de fatores 

ambientais.  

A atividade da PROD nas tilápias expostas à água coletada em área de usina a 

canavial se apresentou aumentada comparada com área de referência e ocupada por 

condomínio náutico, na estação chuvosa. Esses achados sugerem a presença no ponto 3 

de composto (s) indutor (es) da isoforma de fase I que poderia ser oriundo do canavial 

e/ou usina. Essa observação ocorreu na estação chuvosa que coincide com o período de 

plantio da cana, momento onde os fertilizantes e agrotóxicos são usados, que poderiam 

ser carregados pela chuva para o rio. 

Mortensen e Arukwe (2009) observaram em Salmo salar aumento na atividade 

da BROD e PROD por exposição ao tributilestanho de 1 a 5 μM, de 12 a 48 horas. 

Meimberg et al. (1997) observaram aumento na atividade da EROD, BROD e PROD 

em gastrópodes expostos ao Aroclor (mistura de bifenilas policloradas). Parente et al. 

(2004) detectaram aumento na PROD em O. niloticus residentes no rio Guandú, 

principal abastecedor de água da cidade do Rio de Janeiro. 

Na estação chuvosa a atividade da GST no fígado se mostrou maior nas tilápias 

expostas à água coletada na estação chuvosa e menor na brânquia quando expostas à 

água coletada na estação seca. Uma das explicações para os maiores níveis na atividade 

da enzima da fase II na estação chuvosa pode ser também a questão do uso de 

agrotóxicos nos canaviais, mas também fatores ambientais devem influenciar. Na 
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estação chuvosa, o fluxo de água é mais corrente consequentemente, mais material e 

compostos estão circulantes. Além disso, as chuvas carregam para o rio material 

particulado como agrotóxicos usado nos canaviais e pastos da região. Isso explicaria a 

indução da biotransformação por compostos presentes na água do rio nas tilápias.  

Na estação seca, os maiores níveis de GST na brânquia das tilápias poderiam ser 

atribuídos à influência dos ventos, que carregam material particulado para a água, 

oriundos da queima da cana, como HPAs, que coincide com o período (abril a 

novembro).  Tridico et al. (2010) observaram que BaP induzem a atividade da GST.  

Também na estação seca, na brânquia, houve indução da GST nos grupos 

expostos à água coletada nas áreas sob influência de condomínio, usina e canavial. O 

condomínio fica próximo do ponto 3 e assim próximo a canavial e usina. Logo o vento 

pode estar carregando material particulado pelas usinas (pontos 3 e 4) e canavial (ponto 

3) e com isso atingir o rio. E o próprio condomínio com atividades de lazer, como uso 

de motor de popa e moto d’água na prainha, entre outros, contamina a água. A coleta foi 

feita aos domingos justamente quando é maior a atividade humana no condomínio. 

A menor atividade da AChE no encéfalo das tilápias expostas à água coletada na 

estação chuvosa pode ser decorrente do escoamento pela chuva dos agrotóxicos usados 

não só nos canaviais mas na agricultura e pecuária de forma geral, em toda a região, 

pois até no ponto referência observou-se esse efeito. Além disso, o fluxo mais corrente, 

característico da estação, contribui para o efeito. Mas houve um aumento na atividade 

da enzima nas tilápias expostas à água coletada no condomínio náutico.  

Os níveis da CbE no fígado e na brânquia também se mostraram diminuídos na 

estação chuvosa. Provavelmente pela mesma influência da lavagem dos agrotóxicos 

pela chuva e pelo fluxo mais corrente na estação que potencializa esse efeito. Na 

brânquia, também ocorreu aumento na atividade da enzima nas tilápias expostas à água 

coletada no condomínio; pode ser pelo fator que causou o aumento na atividade da 

AChE ou pelo fato da CbE ser uma hidrolase de fase I, ter sido aumentada pela presença 

de composto (s) indutores na água (KLAASSEN; WATKINS, 2011).  

Na estação chuvosa ocorreram os maiores níveis de MDA nas tilápias. O 

aumento nos níveis de MDA poderia ser consequência do estresse oxidativo celular 

gerado na biotransformação dos compostos presentes na água, que corroborando com os 
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maiores níveis de GST observados no fígado das tilápias, sugerem que nessa estação 

esses compostos estão em maiores concentrações (CHUNG et al., 2013).    

Na brânquia o grupo exposto à água coletada na área do condomínio apresentou 

nível de MDA aumentado em relação a todos os outros pontos em ambas as estações 

revelando que independentemente da época do ano as atividades antrópicas na área 

devem estar depositando na água algum tipo de material e/ou resíduo que esteja 

causando estresse oxidativo celular no epitélio branquial dos peixes. Na estação seca, 

houve diminuição no nível de MDA no grupo exposto à água coletada na área próxima 

a usina e canavial em relação à área referência.   

Na estação chuvosa houve depleção de GSH no fígado das tilápias em relação à 

estação seca corroborando com os outros resultados. Nossos achados sugerem que na 

estação chuvosa, o aumento na concentração de compostos na água carregados pela 

chuva, está causando indução da GST e com isso depletando GSH, seu cofator. Porém, 

na estação chuvosa, os grupos expostos à água coletada nas áreas sob influência 

antrópica, ou seja, de condomínio, canavial e usina e usina, apresentaram estímulo de 

síntese em relação ao grupo exposto à água da área referência, sugerindo uma resposta 

mais tardia à metabolização de compostos que devam estar presentes na água. E na 

estação seca, o grupo exposto à água coletada na área do condomínio apresentou 

estimulo de síntese da GSH em relação aos outros grupos também sugerindo uma 

resposta mais tardia à metabolização (HELLOU et. al., 2012). 

Na brânquia das tilápias também houve depleção de GSH em relação à estação 

seca, mas esse achado não condiz com a atividade da GST no tecido, que diminuiu. 

Esse achado pode estar relacionado com a atividade da gluationa peroxidade que não foi 

avaliada, que pode ter aumentado e consumido GSH (FARBER et al., 1990. E essa 

depleção foi significativamente maior no grupo exposto à água coletada na área do 

condomínio o que pode sugerir um comprometimento mais expressivo desses peixes.  

Em relação aos efeitos genotóxicos, as tilápias expostas à água coletada na área 

referência apresentaram aumento na taxa de micronúcleos revelando a presença no local 

de composto (s) com potencial genotóxico, independentemente da estação do ano.     

Os efeitos observados no ponto 2, como aumento na atividade da AChE, 

aumento no nível de MDA, e estímulo de síntese de GSH podem estar relacionados com 

a presença de metais na água.  Lima et al. (2013) observaram que o cobre a 0,06 mg.L-1 
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e Sant’Anna et al. (2011) observaram que o ferro a 2,6 mM causam aumento na 

atividade da enzima em Danio rerio. E Jebali et al. (2006) observaram que o chumbo a 

50 (�g/Kg) aumenta a atividade da AChE em Seriola dumerilli.  

Os motores de popa e motos d’água são movidos á gasolina, que pode conter 

metais (SANCHEZ-HERNANDEZ, 2000). É comum usuários do condomínio 

“esgotarem” o combustível que resta no motor, no final dia, queimando-o liberando os 

resíduos ainda na água. Aumento nos níveis de MDA e estímulo de síntese de GSH 

observados também podem estar associados à presença de metais na água, que estão 

induzindo estresse oxidativo (CHUNG et. al., 2013; SRIKANTH et al., 2013).   

A estação chuvosa e a área de condomínio residencial náutico acarretaram em 

mais alterações nos biomarcadores bioquímicos testados, em relação à estação seca e à 

área referência e áreas sob influência de usina sucroalcooleira e usina a canavial.  

Avaliando a região estudada, como um todo, ela é caracterizada pela atividade 

sucroalcooleira, com canaviais e três usinas que produzem açúcar e álcool próximos ao 

rio e à cidade, além de áreas de criação de gado. As usinas estão em período de 

produção de março a dezembro.  

Tanto no cultivo da cana quanto na pecuária usam-se agrotóxicos para o controle 

de pragas que são carregados pela chuva para o rio. Na estação chuvosa o fluxo do rio é 

maior do que na estação seca e com isso, o aporte dos contaminantes trazidos pela água 

da chuva também é maior e mais substâncias e material são carregados pela correnteza. 

Isso explicaria nossos achados. Além disso, a estação chuvosa coincide com o período 

de maior produção das usinas sucroalcooleiras. E a queima do bagaço libera pelas 

caldeiras HPAs e óxidos de nitrogênio e monóxido de carbono (Paoliello, 2006) que 

também pode ser carregados da atmosfera para a água do rio. 

Na estação chuvosa, mais precisamente no mês de fevereiro, período em que 

realizamos o estudo, a temperatura ambiental é maior do que em setembro, período em 

que realizamos o estudo na estação seca. Mas como não fizemos o trabalho com os 

peixes exposto à água no rio e sim em aquário, em estação experimental, como mostram 

os dados na tabela 7, a temperatura não oscilou significativamente entre os dois 

experimentos, então esse fator não deve ter influenciado nas respostas.   

A estação chuvosa coincide com o período de aplicação dos agrotóxicos nos 

canaviais, de janeiro a fevereiro, então a chuva lava a plantação carregando esses 
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compostos para o rio. Isso corrobora com os níveis diminuídos das esterases observados 

na estação em relação à estação seca. 

Carvalho et al. (2011) em estudo de biomonitoramento observaram aumento de 

mutagenicidade em lagosta na estação chuvosa, em relação à seca e atribui esse achado 

ao aumento do lixiviamento de compostos das áreas ciliares dos corpos pluviais que 

deságuam no mar. 

A água coletada na área do condomínio, sob influência antrópica, acarretou em 

mais efeitos nas tilápias sugerindo que as atividades de lazer humanas estão 

comprometendo o metabolismo dos peixes.  

No estudo de monitoramento ambiental na área referência, observamos aumento 

na taxa de MN, independente da estação.  Pode ser uma característica inerente do local, 

como a presença de alga ou planta na margem do rio que produza substância 

mutagênica. A taxa de anormalidades não mostrou o mesmo resultado. No entanto esse 

local pode ter a presença de composto (s) com potencial mutagênico em relação aos 

pontos outros estudados. 

Concluindo, no estudo de monitoramento, as enzimas de fase I que se mostraram 

induzidas foram a BROD e a PROD. A atividade da GST foi afetada de forma adversa 

na estação seca e chuvosa. A atividade da AChE e da CbE se mostrou diminuída na 

estação chuvosa. Os níveis de MDA aumentaram e de GSH diminuíram, na estação 

chuvosa. Mais efeitos nas tilápias foram observados nos biomarcadores, na estação 

chuvosa, e o grupo exposto à água coletada na área do condomínio náutico (ponto 2) 

apresentou mais efeitos nos biomarcadores . 
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3. Conclusões 

� 100 �g.L-1 de benzo(a)pireno; 500 �g.L-1 de diazinon; 1,5 �g.L-1 de 

cipermetrina; 2,5 �g.L-1 de 17�-estradiol, isoladamente, promove alteração mais 

acentuadas nas tilápias; 

� Enquanto na exposição aos contaminantes isolados a atividade da EROD 

não variou pela exposição ao BaP e E2, a atividade da BROD foi induzida pela 

BaP e da PROD diminuída pelo E2; 

� O efeito de um contaminante pode ser afetado pela presença de outro 

contaminante; 

� O efeito da mistura pode ser potencializado em relação ao efeito do 

contaminante individualmente; 

� As tilápias podem responder diferentemente à mistura em alta e baixa 

concentração dos contaminantes e em alta concentração causou respostas mais 

acentuadas; 

� Os efeitos do BaP , do OP ou do PI podem ser influenciados pela pré-

exposição ao E2 e ao BaP;  

� A inibição de P450 decorrente da pré-exposição ao E2 não potencializou 

a ação tóxica do OP (inibição de esterases) e, por conseguinte, não potencializou 

a ação tóxica do PI; 

� A biotransformação de (OP + PI) por P450 não foi afetada pela pré-

exposição ao E2; 

� A biotransformação de (OP + PI) pela EROD e BROD é afetada pela 

pré-exposição ao BaP. 
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� No estudo de monitoramento no rio Tietê na região de Araçatuba – SP, 

as tilápias apresentam diminuição das esterases, indução de enzimas de fase I e 

estresse oxidativo; 

� A área que se mostrou mais impactada foi à ocupada por condomínio 

náutico, de atividades de pesca e lazer; 

� Mais efeitos foram observados nas tilápias expostas às aguas coletadas 

na estação chuvosa. 
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