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RESUMO

O estudo dos biomarcadores é uma ferramenta de avaliacdo do efeito toxico de substancias poluentes em
ecossistemas aquaticos, que através do desenvolvimento e aplicagdo de técnicas de exposicdo ou efeito em
trés niveis de complexidade (individual, celular e molecular), tornando possivel a elucidagéo da relagédo causa-
efeito e dose-efeito na avaliacdo de risco a satde. O mercurio e seus compostos sdo considerados importantes
poluentes ambientais e sdo quimicamente ativos, e, dependendo da concentragdo atingida nos tecidos animais,
podem desnaturar proteinas e inativar enzimas e alterar a atividade celular. No monitoramento aquatico, os
peixes funcionam como bons indicadores de polui¢cdo, e o grau de eficiéncia de cada biomarcador depende
do organismo (tamanho, sexo e idade) e da posi¢do deste na cadeia trofica, por isso, estudos de qualidade
ambiental que utilizam os mais diversos tipos de biomarcadores refletem com melhor precisio os efeitos do
possivel contaminante no organismo.
Palavras-chave: Ecossistema aquatico, indicadores de poluigdo, efeito toxico, monitoramento.

ABSTRACT

USING BIOMARKERS IN FISH TO DETECT ENVIRONMENTAL CONTAMINATION BY
MERCURY. Biomarkers can be used to evaluate the toxic effects of pollutants to aquatic environments.
Through studying the effects of exposure to pollutants in three levels of complexity — individual; cellular and
molecular — the actual health risk related to causes/ doses/ effects can be evaluated. Mercury and its derivates
are considered important environmental pollutants that are highly reactive, which upon certain concentrations
within tissues can denature proteins and inactivate enzymes, thus impairing cellular activities. Fish can be
suitably coupled with biomarkers to serve as indicators of pollution in aquatic environments. The efficiency
degree of each biomarker will depend of the fish used (e.g. its size, sex, and age) and on its trophic position in
the system. This way, environmental quality studies that employ a wide range of biomarkers more are capable
of returning a precise evaluation of the possible effects of a contaminant on a given organism.
Keywords: Aquatic ecosystems, pollution assessement, indicators of pollution, toxic effects

INTRODUCAO

O crescimento populacional verificado nas ultimas
décadas, acoplado ao aumento do avanco tecnoldgico
e ao aumento na geragdo de produtos industriais,
inclusive a manufatura de produtos quimicos como
fertilizantes, inseticidas e herbicidas, tem levado
a economia global a uma expansdo do nivel de
compostos xenobioticos no ecossistema aquatico. Tal
fato vem contribuindo para a reducio da qualidade dos
diversos compartimentos ambientais (agua,sedimento,
ar e solo), bem como para o comprometimento da
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saude dos seres vivos que habitam esses ecossistemas
(Cajaraville et al. 2000).

Através das primeiras discussdes cientificas
mundiais sobre prevencdo de impactos ambientais,
em 1992, a USEPA langou uma nova abordagem,
intitulada “Avaliacdo de risco”. Esta abordagem
incorpora informagdes derivadas -cientificamente,
com preocupagdes sociais e econdmicas, para projetar
as conseqiiéncias da ag@o de estressores de origem
antropica sobre o ambiente e, com base nesse modelo
projetado, poderem definir a¢des para evita-las.

A exposi¢do constante da biota aquatica a subs-
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tancias tdxicas lancadas no meio ambiente, como
mercurio e suas espécies quimicas, € capaz de interagir
com o organismo vivo causando multiplas alteragcdes
que podem gerar graves conseqiiéncias em popula-
¢oOes, comunidades ou ecossistemas, dependendo do
grau de contaminag¢do ¢ do tempo de exposi¢do, como
pode ser observado na Figura 1.

Para avaliar o efeito nocivo de um contaminante
langado no ambiente quando este esta abaixo do limite
legislado, utilizam-se testes de toxicidade, analisados
por estimativa de pontos, normalmente expressos
por concentragdes letais, efetivas ou inibidoras que
causam, respectivamente, mortalidade, anormalidade
ou inibi¢do a 50% dos organismos expostos.
Entretanto, Denton et al. (1994) provaram, com base
em uma série de dados, que o valor aproximado, a
partir do qual o efeito comega, estd sempre abaixo
de 25%, o que torna a avaliagdo de riscos com base
em valores de 50%, uma temeridade (Nascimento et
al. 2006). A impossibilidade de confianga dos dados
de toxicidade, ainda utilizados hoje, torna o uso dos
biomarcadores mais promissores para a deteccdo
preventiva de efeitos adversos.

Biomarcadores sdo hoje definidos como respostas
bioldgicas adaptativas a estressores, evidenciadas
como alteragdes bioquimicas, celulares, histold-
gicas, fisioldgicas ou comportamentais (Depledge
1992, Depledge 1993). Em 1987, quando o termo
surgiu, foi proposta uma defini¢do, sendo estabe-
lecido que biomarcadores fossem “indicadores que
assinalavam eventos em sistemas ou amostras biolo-
gicas sob exposi¢do a contaminantes quimicos”.
A énfase era o efeito em humanos. Adams (1990)
modificou a defini¢@o original para incluir respostas
de organismos, populagdes e comunidades aqua-

Exposicao ao Poluente

ticas, e Depledge (1994) ampliou a definicéo, intro-
duzindo respostas comportamentais a defini¢do e
outras perspectivas ecotoxicoldgicas criticas, como
diversidade genética.

Os biomarcadores sdo comumente usados como
indicadores bioquimicos, fisiologicos, e histologicos
de exposicdo a xenobidticos ou de efeitos de conta-
minantes quimicos (Huggett et al. 1992). Leonzio
& Fossi (1993) também ampliaram a definicdo (e
consequentemente o uso de biomarcadores) proposta
pela National Academy of Sciences, definindo o que
propuseram chamar de biomarcadores ecotoxicolo-
gicos, como varia¢des bioquimicas, celulares, fisio-
logicas ou comportamentais que possam ser medidas
em amostras de tecidos ou fluidos organicos, em orga-
nismos ou populagdes, que possam evidenciar expo-
si¢do ou efeitos de um ou mais poluentes quimicos
ou radiagdes. Mais recentemente, Decaprio (1997)
definiu biomarcador como um indicador bioldgico
que evidencia efeito resultante de exposi¢do a um
estressor, que pode ser interpretado como evento
adaptativo ndo patogénico ou como séria alteracdo de
um evento funcional, dependendo da toxicocinética e
do mecanismo de agdo do estressor.

Existem biomarcadores moleculares, celulares e
ao nivel de individuo. As duas caracteristicas mais
importantes dos biomarcadores s@o: a) permitem
identificar as intera¢des que ocorrem entre 0s conta-
minantes ¢ 0s organismos vivos; b) possibilitam a
mensuragdo de efeitos sub-letais. Esta ltima caracte-
ristica permite por em pratica a¢des remediadoras ou,
melhor ainda, agdes preventivas. Dai a importancia
e o interesse atual de incorporacdo da analise de
biomarcadores em programas de avaliagdo da conta-
minacdo ambiental.

Molecular
Sub-celular
(organela)
Celular
Tecido
Sistémico
(6rgao)
Organismo
Populagao
Comunidade
Ecossistema

Figura 1. Representagdo esquematica da ordem seqiiencial de respostas a poluentes dentro de um sistema bioldgico.

Figure 1. Schematic representation of the sequence of responses to exposition to pollutants of a biological system.
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CLASSIFICAGCAO DOS BIOMARCADORES

Os biomarcadores podem ser classificados como
de exposicdo, efeito ou suscetibilidade.

Os biomarcadores de exposicdo sdo alteragdes
bioldgicas mensuraveis que evidenciam a exposi¢do
dos organismos a um poluente. Um exemplo de
biomarcadores de exposicdo sdo os pardmetros
bioquimicos que tém sido testados em peixes com
relacdo a suas respostas a substincias toxicas. Entre
os indicadores mais investigados nesses animais estéo
as enzimas presentes no tecido hepatico, envolvidas
na detoxifica¢do de xenobidticos e seus metabolitos,
englobando as enzimas de biotransformac@o de fase
I e fase II e cofatores e as enzimas antioxidantes
(Lech & Vodicnik 1985), como por exemplo, a
inducdo do citocromo P-4501 (CYP1A) monoxidase,
sob exposi¢do a hidrocarbonetos poliaromaticos
(Bucheli & Fent 1995). Esses biomarcadores sdo
muito sensiveis e especificos para os compostos
referidos. Uma das grandes vantagens do uso desses
biomarcadores é o baixo custo, que chega a ser 100
a 200 vezes mais barato em relacdo ao de analise
quimica (Schlenk 1999).

Os biomarcadores de efeitos, em geral, ndo so
especificos em relacdo aos estressores e ndo fornecem
informagdes sobre a sua natureza, mas sdo caracte-
risticos da ocorréncia de um estresse que podera ser
reversivel tdo logo o estressor cesse a atuacdo. Sao
caracterizados pela indu¢do de mecanismo de defesa
celular, que se iniciam sempre como uma resposta
adaptativa em nivel molecular/ bioquimico. Entre-
tanto, se esse mecanismo falha ou se sua capacidade
de resposta ¢ ultrapassada, poderdo ser desencade-
adas alteragoes fisiologicas ou histologicas, podendo
ser irreversiveis, dependendo da capacidade do
sistema ou 6rgdo em responder ao estressor. Assim, o
organismo pode ter afetada sua capacidade de repro-
dugéo ou crescimento. Alguns desses biomarcadores
sdo orgdo-especifico como enzimas que sdo langadas
na corrente sanguinea apoés lesdo em tecidos, como
varias hepato-amino-acidos transaminases, indica-
tivas de respostas adaptativas a estressores sdo as
envolvidas com a peroxidag@o lipidica ou estresse
oxidativo (Winzer et al. 2001).

Os biomarcadores de suscetibilidade podem ser
definidos como indicadores de processos que causam
variagdes de repostas ao longo do tempo e entre
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exposicio e efeito (Barrett ef al. 1997), determinando
condi¢des como: individuo sadio, compensacdo do
metabolismo, perturbagdo das fungdes, alteracdes
morfoldgicas e morte. Estas condigdes aumentam a
taxa de transi¢fo entre esses dois extremos (exposi¢ao
e efeito). Os organismos, mesmo da mesma espécie,
ndorespondem igualmente a exposi¢éo a xenobidticos.
Sexo, jejum, estresse pelo confinamento, tamanho e
estadiode desenvolvimento sdo pardmetros de variagio
nas respostas a estressores, bem como o polimorfismo
genético de uma populagdo. Estes biomarcadores
correspondem aos chamados biomarcadores de efeito
latente (Fossi & Leonzio 1993), significando que um
organismo pode, em determinadas circunsténcias, ter
limitada a habilidade de se adaptar ou sobreviver,
0 que pode ser determinado por mensuragdo de
respostas fisioldgicas que, analisadas em conjunto,
expressam a diminui¢do da energia disponivel para o
crescimento (Nascimento et al. 2006).

Alguns autores (Fossi & Leonzio 1993) defendem
outra classificagdo que incluiria, além dos citados, os
biomarcadores de exposicdo e efeito, que, além de
indicarem a ocorréncia de exposicdo a determinados
poluentes, podem ligar, com especificidade, essa
exposicdo ao efeito evidenciando, de modo a caracte-
riza-lo. A inibi¢8o da acetilcolinesterase (AChE) € o
melhor exemplo. Essa enzima hidrolisa a acetilcolina,
impedindo a a¢do continuada dessa substancia sobre
seus receptores em nivel das sinapses, propiciando,
assim, um controle na transmiss&o do impulso nervoso.
Organofosforados ¢ carbamatos inibem a acetilcoli-
nesterase, causando hiperestimulagdo dos receptores
de acetilcolina, o que impede a contracdo muscular
normal. Por ser especifica para esses praguicidas, a
inibicdo dessa enzima ¢ considerada um biomarcador
de exposicao e de efeito (Nascimento et al. 2006).

O primeiro desafio para o cientista ambiental deve
ser a investigagdo de biomarcadores apropriados para
o melhor diagndstico possivel. Para essa escolha
deve-se levar em consideragéo principalmente o conta-
minante a ser estudado e o melhor modelo biologico.

Os peixes constituem um grupo de grande impor-
tancia nas avaliagdes de toxicidade ambiental, pois
além de estarem presentes em varios ambientes ¢
apresentarem ampla distribuicdo geografica, parti-
cipam ainda, de diferentes niveis troficos da cadeia
alimentar,
modelos bioldgicos de estudo (Rodrigues 2003).

sendo considerados como excelentes
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O mercurio e seus compostos sdo ativos quimi-
camente e, dependendo da concentragio atingida no
tecido animal, pode desnaturar proteinas e inativar
enzimas e alterar a atividade celular tanto pela
inducdo de genes especificos como pela transmissao
ou influéncia de sinais de controle da expressdo
génica (Koropatnick & Zalups 1997). Podem, ainda,
modificar as membranas celulares com prejuizo de
suas fungdes, causando a morte celular e a destruicdo
de qualquer tecido com o qual entrem em contato.

Assim, a determinacdo de pardmetros biologicos
selecionados, como histologia, bioquimica e
fisiologia, que sdo conhecidos por variar em resposta
aos efeitos toxicos dos compostos mercuriais, vém
sendo constantemente recomendadas para avaliar o
estado de satide ambiental de ecossistemas aquaticos.
Os biomarcadores mais utilizados atualmente para o
estudo da contaminagdo de peixes por mercurio (Hg)

estdo descritos a seguir.
PARAMETROS QUIMICOS

A exposicdo pode ser avaliada por medida
da concentragdo do agente quimico em amostras
ambientais, como ar (monitorizagdo ambiental), ou
através da medida de parametros bioldgicos (moni-
torizagdo bioldgica), denominado indicadores biolo-
gicos ou biomarcadores. A Monitorizagdo bioldgica
da exposic@o aos agentes quimicos significa a medida
da substincia ou seus metabdlitos em varios meios
bioldgicos, como sangue, urina, ar exalado e outros
(por exemplo, mercurio na urina) (Amorim 2003).

A avaliag@o biologica da exposicdo a substincias
quimicas so6 € possivel quando estiverem disponiveis
suficientes informagdes toxicoldgicas referentes aos
mecanismos de a¢do e/ou a toxicocinética dos agentes
quimicos aos quais os individuos estdo expostos.
Quando a monitorizacdo bioldgica esta baseada
na determina¢do da substincia quimica ou do seu
metabolito no meio bioldgico, torna-se essencial o
conhecimento de como a substancia € absorvida pelas
diferentes vias; posteriormente, de como ¢ distribuida
para os diferentes compartimentos do organismo; de
como ¢ biotransformada; e, finalmente, de como ¢
eliminada. Além de ser necessario saber também se a
substancia se acumula ou ndo no organismo (Bernard
& Lauwerys 1986; Rudiger 1999).

A distribui¢do de Hg nos 6rgéo dos peixes resulta

da acdo e interacdo entre trés fatores ecotoxicologicos:
(i) condicdo de exposi¢do, a importancia da rota de
entrada (dgua/ingestdo da presa) e formas quimicas
do metal (mercurio inorganico, Hg (II) /MetilHg);
bidtopos
(agua e compartimento do sedimento), que afetam

(i) caracteristicas fisico-quimicas de
a especiagdo quimica do mercurio, bioacumula¢do
e também fun¢des fisioldgicas e bioquimicas do
organismo; (iii) propriedades estruturais ¢ funcionais
de diferentes espécies de peixes que poderia afetar
as barreiras bioldgicas e o mecanismo de excregdo/
depuragdo do peixe (Régine ef al. 2006).

Desta forma, torna-se imprescindivel o estudo
quimico das concentracdes deste metal nos bidtopos
e em espécies aquaticas de habitos alimentares dife-
renciados, uma vez que o0 MeHg é um organometa-
lico que além de se bioacumular também se biomag-
nifica ao longo das cadeias alimentares, ou seja, 0s
organismos do topo de cadeia tem concentragdes
mais elevadas do que aqueles do inicio da cadeia
(Campbell et al. 2003; Dusek et al. 2005; Hammers-
chmidt & Fitzgerald, 2006).

PARAMETROS GENOTOXICOS

Estudos recentes apontam que metais como o
mercurio, ferro, cobre e cromo atuam em ciclo redox,
produzindo espécies reativas de oxigénio (EROs)
(Stohs & Bagchi 1995). As EROs ¢ o estresse oxidativo
gerado por estas induzem a peroxidagdo de lipidios,
danos ao DNA e alteram a homeostasia de diversos
minerais esséncias. Adicionalmente, o estresse oxida-
tivo afeta diversas rotas metabdlicas, incluindo aquelas
envolvidas no reparo de danos ao DNA, conhecidos
como efeitos genotdxico (Pra et al. 2006).

O emprego de pardmetros genotoxicos, princi-
palmente em organismos aqudticos como forma de
avaliacdo da qualidade hidrica, permite avaliar o
efeito dos poluentes no meio hidrico, bem como alte-
racdes de seu potencial tdxico ou genotoxico apds
intera¢do com o ambiente.

Ao nivel celular se podem utilizar, pelo menos,
dois tipos de bioindicadores como indicativos de
dano ao material genético: o teste do micronucleo e o
ensaio cometa,.

Os micronucleos s@o massas de cromatina cito-
plasmatica com o aspecto de pequenos nucleos,
constituidos principalmente por fragmentos cromos-
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somicos ou por cromossomos retardados durante
a migracdo anafasica, que se detectam em células
interfasicas mediante técnicas simples de colo-
racdo, aparecendo no citoplasma como pequenos
fragmentos basofilos. Em células de mamiferos, os
micronucleos sdo conhecidos ha muito tempo, e sdo
chamados de corpusculos de Howell-Jolly. Os micro-
nucleos podem aparecer por varias causas, entre elas
por falha mitotica, tanto de fragmentos acéntricos
de cromossomos, gerados por ruptura (clastogeni-
cidade), quanto de cromossomos completos (aneu-
ploidia), como conseqiiéncia, geralmente, de enfer-
midades genéticas (Porto et al. 2005).

No Brasil, existem poucos estudos que utilizam
o teste de microntcleos (MNTSs) para estabelecer o
efeito mutagénico e o efeito clastogénico do merctrio
em peixes. (Nepomuceno et al. 1997, Grisolia &
Cordeiro 2000, Matsumoto & Colus 2000) mas
nenhum desses estudos avaliou os efeitos genotdxicos
na distribui¢do dos micronticleos no ambiente ou nos
peixes em diferentes niveis tréficos, um fator critico
na avaliacdo de risco da exposicéo.

O ensaio cometa ¢ uma técnica capaz de detectar
danos de DNA em células individuais. E um teste
relativamente novo, mas amplamente aplicado em
estudos por ser facilmente manipulavel, por ter
baixo custo e pelo tempo reduzido para obtencdo de
resultados. Este ensaio permite a detec¢do de danos
diretos no DNA (Pax-Y-Mino et al. 2002).

Estudos recentes realizados em peixes submetidos
a condi¢des experimentais mostraram diferentes
conclusdes quanto a eficiéncia do ensaio cometa como
biomarcador. Poleza-Lopes (2004), trabalhando com
Hoplias malabaricus submetidos a contaminacdo
na agua por MeHg, ndo observou diferenga signi-
ficativa entre o grupo tratado com MeHg e o grupo
controle. Bombail ef al. (2001), estudaram eritrocitos
de peixes contaminados com diferente concentragcdes
de peroxido de hidrogénio. Neste estudo, o ensaio
cometa apresentou diferenca significativa entre o
grupo controle e os grupos contaminados. Ferraro et
al. (2004), aplicaram o ensaio cometa para testar dois
contaminantes diferentes, TBT e chumbo, também em
H. malabaricus, ndo encontraram diferenca significa-
tiva entre o grupo controle e o grupo contaminado em
peixes tratados com TBT, porém, nos peixes tratados
com chumbo foi encontrada diferenga significativa
entre os grupos.
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As explicagdes para tais diferengas podem ser
varias, desde dosagem do xenobidtico a que o
animal foi submetido o que faz com que este nio
provoque danos diretos ao DNA e as proteinas do
sistema de reparo (Ferraro et al. 2004), ou ainda,
diferengas na idade e no sexo dos peixes expostos
(Polenza-Lopes 2004).

Em trabalhos realizados em areas consideradas
contaminadas, com diferentes animais marinhos e
dulciquolas, foram demonstradas as vantagens do
ensaio cometa na avaliagdo de danos no DNA, porém,
estes estudos enfatizam que comparagdes entre areas
contaminadas ndo podem ser realizadas facilmente
(Lee & Steinert 2003, Souza & Fontanetti 20006).

PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Os parametros do sangue sdo considerados
indicadores fisiohistopatologicos do corpo inteiro
e consequentemente ¢ um importante diagndstico
do status estrutural e funcional do peixe exposto a
substancia toxica. (Adhikari et al. 2004).

A auséncia de estudos sobre a caracterizagdo de
células sanguineas e outros valores hematologicos
em diferentes espécies de peixes, provavelmente
seja a maior barreira para se usar esta ferramenta na
investigacdo do efeito de contaminantes em peixes
(Mela 2004), assim como a escassez de métodos
padronizados, diferencas entre sexo e idade, qualidade
da dgua e métodos de captura, podem ser variaveis que
dificultam a interpretag@o dos dados. Por esta razdo, ¢
dificil comparar resultados com diferentes espécies e
diferentes estudos (Klinger et al. 1996).

O trabalho de Voccia et al. (1994) descreve que a
capacidade fagocitica de leucécitos, como macréfagos
e granulocitos, presentes no rim-cefalico de
Oncorhynchus mykiss foram inibidos apds exposicédo
destas espécies de peixes a concentragdes sub-letais de
Hg (0,5ppb), provavelmente devido a citotoxicidade
do Hg. Os mesmos autores descrevem que o potencial
citotdxico do metilmercurio para leucdcitos da truta
foi 10 vezes maior que a do mercurio inorganico,
atuando nos principais tecidos leucopoiéticos. A agdo
deste metal parece estar relacionada a interrup¢do
do processo fagocitario em uma de suas etapas:
sinalizagdo quimica, ligacdo com o alvo, ingestdo
celular, degranulag@o, “morte” intracelular e digestio
intracelular (Ferreira 2004).
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Mela (2004) observou um aumento nas células
no numero total de eritrocitos, leucocitos e trombod-
citos, no grupo de peixes expostos a metilmercurio
em relagdo ao grupo controle, assim como aumentou
o valor do hematdcrito e hemoglobina. Alteragdes na
populagdo de leucdcitos como reflexo da estimulagio
ou supressdo das defesas naturais (ex. leucocitos
fagociticos) frente a exposi¢do ao Hg, sdo de impor-
tdncia ecotoxicoldgica, uma vez que tém o potencial
de afetar a susceptibilidade dos individuos a doencas.
Romao et al. (2006) avaliou os pardmetros sanguineos
de duas espécies de peixes (Geophagus brasiliensis
e H. malabaricus) coletados em areas consideradas
poluidas e em areas de referéncia. Foram observados
indices hematoldgicos ligeiramente menores em indi-
viduos coletados na area considerada poluida (hema-
tdcrito, hemoglobina e indices de eritrocitos).

Uma linhagem de enzimas especificas do sangue,
como as transaminases, podem indicar uma disrup¢ao
da membrana celular em certos organismo. Outros
parametros hematoldgicos menos especificos como
hemoglobina, dosagem de hematocrito, proteinas e
glicose, podem ser mais sensiveis a certos tipos de
poluentes, ou ainda, niveis de homdnios esterdides no
sangue ou proteinas normalmente induzidas por esses
hormoénios podem também indicar certos efeitos
reprodutivos devido a disrupgdo enddcrina (Van der
Oost et al. 2003).

Low & Sin (1996) chegaram a descrever um
aumento na atividade de liso-enzimas plasmaticas
e renais do peixe Trichogaster trichopterus quando
submetidos ao Hg. Liso-enzimas s@o enzimas que
compdem a defesa humoral ndo especifica de peixes, e
estdo presentes no muco, soro, érgdos hematopoéticos
e células fagociticas. Possuem atividade bactericida,
variando sua estimulagdo/producdo diretamente em

funcdo da situagdo de estresse do organismo. Sua
inibi¢do pode ser perigosa para os peixes uma vez que,
por compor a imunidade no especifica de inumeras
espécies da ictiofauna, qualquer fator externo (ex.
exposicdo ao Hg) que provoque uma diminui¢io
da resisténcia imunoldgica frente a patogenos,
pode resultar em uma alta taxa de infecg¢do levando
inclusive a morte de uma populagéo.

Na Tabela I estdo citados alguns trabalhos que
utilizaram os parametros hematoldgicos como biomar-
cador. Ferreira (2004) ao realizar a contagem diferen-
cial de leucocitos de peixes de duas lagoas, uma conta-
minada e outra considerada como ndo-impactada,
ambas localizadas na Regido Norte Fluminense (RJ),
concluiu que a lagoa contaminada mostrou uma linfo-
citopenia ¢ uma trombocitose evidente. Também foi
constatado um pequeno aumento no nimero de granu-
16citos circundantes no sangue de H. malabaricus.

Oliveira- Ribeiro et al. 2006, ao trabalhar com
padrdo hematologico de H. malabaricus expostos
sub-cronicamente ao metilmercario, ndo observou
diferenca significativa entre os eritrocitos dos indivi-
duos controle e contaminados por MeHg, porém, foi
possivel notar o aumento de leucécitos, da concen-
tracdo de hemoglobina, do hematdcrito, de neutréfilos
e monocitos dos individuos contaminados em relagio
aos individuos controle.

PARAMETROS BIOQUIMICOS

Os parametros bioquimicos tém sido largamente
testados em peixes com relagdo a suas respostas a
substancias toxicas. A Tabela Il demonstra alguns dos
trabalhos cientificos que utilizaram diferentes enzimas
para avaliar a acdo de um contaminante especifico
em peixes. Entre os indicadores mais investigados

Tabela I. Alguns trabalhos que utilizaram os biomarcadores hematoldgicos para avaliar a contaminagdo por mercurio do peixe, Hoplias malabaricus.

Table 1. List of papers that employed hematological biomarkers to evaluate contamination by mercury in the fish Hoplias malabaricus.

Referéncia Parametros hematoldgicos

Mela (2004) Contagem de células do sangue, hemoglobinometria, determinagdo do hematdcrito,
indices hematimétricos e morfometria de eritrocitos, no sangue de H. malabaricus
apds contaminagdo in vivo por metilmercurio.

Ferreira (2004) Contagem diferencial de leucocitos de H. malabaricus para diferenciar o grau de

contaminacdo de dois ambientes lacustres.

Oliveira-Ribeiro et al. (2006)

Estudos de possiveis diferengas hematoldgicas entre espécies de H. malabaricus

expostos sub-cronicamente ao metilmercurio.

Oecol. Bras., 12 (4): 680-693, 2008
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Tabela II. Biomarcadores enzimaticos usados atualmente e suas respectivas referéncias.

Table II. Enzymatic biomarkers currently used to detect contamination in fish with respective references.

Enzima Contaminante Referéncias
ALAD Chumbo Hodson et al. 1977, Goyer &
Clarkson 2001, Gurer-Orhan ef al. 2004
EROD PAHs e PCDD/Fs, policlorodibenzeno- Stegeman & Hahn 1994, Bucheli & Fent
para-dioxinas e furanos, e PCBs 1995
(policlorobifenis)
GST Xenobioticos em geral George 1994
LDH Oleo cru e condi¢des de hipoxia Gagnon & Holdway 1999, Cooper et al.

2002

nesses animais estio as enzimas presentes no tecido
hepatico, envolvidas na detoxificagdo de xenobidticos
e seus metabolitos, englobando as enzimas de
biotransformac¢do de fase I, fase I, cofatores e as
enzimas antioxidantes (Lech & Vodicnik 1985).

O mercurio ¢ um metal de alta toxicidade, pois
produz no organismo espécies oxigenada altamente
reativa como o H,O, (peréxido de hidrogénio), que
induz ao decréscimo dos niveis de glutationa (GSH) e
causa a peroxidag¢ao lipidica (Stohs & Bagchi 1995).

A diminuicdo da glutationa pode reduzir a
capacidade celular de destruir os radicais livres e
espécies reativas de oxigénio, de modo que aumente
o potencial oxidativo da célula. Assim, GSH e suas
enzimas associadas exercem um papel protetor dentro
da célula. De fato, a conjugacio da glutationa com
0s xenobidticos, seja espontdnea, ou catalizada pela
glutationa-S-tranferase (GST), diminuem a agéo dos
xenobioticos e tornam essas moléculas mais soluveis
na agua, e elas podem ser mais facilmente eliminadas
(Boyland & Chasseaud 1969). Variagdes nos niveis
de glutationa e enzimas envolvidas em atividades
associadasaexposi¢do de mercurio témsido estudadas,
mas as respostas foram variaveis e dependentes das
espécies, tempo de exposi¢cdo, e concentracdo do
metal (Chatterjee & Bhattacharya 1984, Heisinger &
Scott 1985, Di Simplicio & Leonzio 1989, Maracine
& Segner 1998, Canesi et al. 1999). Filipak-Neto et
al. (2008) submeteram hepatocitos de H. malabaricus
a diferentes concentracdes de DDT e MeHg, além,
da associacdo entre estes dois contaminantes e
concluiram que em todos os tratamentos as atividades
das enzimas, catalase (CAT), glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PDH), glutationa redutase (GR) e
superdxido dismutase (SOD) foram alteradas.
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A inibicdo da atividade da acetilcolinesterase
(AChE) tem sido largamente usada como diagndstico
da exposi¢do por compostos anticolinesterases como:
organofosforados, carbamatos e pesticidas (Fulton &
Key, 2001). Mais recentemente, estudos indicaram
que esse biomarcador é também sensivel a outros
compostos, incluindo alguns metais e surfactantes
(Gill et al. 1990, Labrot et al. 1996, Guilhermino et
al. 1998). Rabitto et al. (2005) verificaram inibig¢ao
da atividade acetilcolinesterase em peixes expostos a
chumbo, porém, nesse mesmo estudo peixes foram
expostos ao TBT e ndo apresentaram altera¢des na
atividade desta enzima. Costa ef al. (2007) também
observaraminibi¢donaatividade daacetilcolinesterase
em peixes expostos ao MeHg.

PARAMETROS HISTOPATOLOGICOS

O exame histopatologico ¢ reconhecido cada vez
mais como uma ferramenta valiosa para a avaliagdo
do campo do impacto de poluentes ambientais
em peixes (Heath 1995, Teh et al. 1997). Lesoes
especificas que ocorrem nos 6rgaos de peixes expostos
as substancias toxicas sob condi¢des de laboratdrio
ajudam a identificar biomarcadores de exposicao.
Muitos autores estudaram os efeitos histopatoldgicos
do mercirio nos peixes expostos ao mercurio
inorganico e metil mercurio na d4gua em tecidos como
figado, rins, em branquias e no epitélio olfatério
(Filenko et al.1989, Skak & Baatrup 1993, Handy &
Penrice 1993, Allen 1994; Banerjee & Bhattacharya
1994, Oliveira Ribeiro et al. 1995, Oliveira Ribeiro
et al. 1996, Oliveira Ribeiro & Torres 1995, Jagoe
et al. 1996, Samson & Shenker 2000, Mela et al.
2007, Oliveira Ribeiro et al. 2008). Estes estudos
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mostraram que as branquias e o epitélio olfatorio
estdo em contato direto com os poluentes na agua,
e podem ser usados como indicadores sensiveis da
toxicidade relativa do metil mercurio nos ecossistemas
aquaticos devido as interagdes do mercurio com 0s
fluxos branquial dos gases e dos eletrolitos (Heath,
1995) e ocorréncias de problemas morfologicos
(Jagoe et al. 1996, Oliveira Ribeiro et al. 1996,
2000). Poucos dados estdo disponiveis na literatura
sobre os aspectos histologicos e ultraestruturais do
tecido muscular esquelético de teledsteos frente a
contaminagdo por Hg. Notadamente, a maior parte
dos trabalhos publicados refere-se aos aspectos
bioquimicos e alteragdes metabdlicas provocadas pela
exposicao in vitro de culturas de mioblastos ao Hg
ou de experimentos com musculo estriado cardiaco
de cobaias (Halbach 1990, Usuki ef al. 2001). Por
sua vez, Sewry et al. 2002 afirmam que apesar do
uso da microscopia eletronica de transmissdo para
observagdo de alteragdes no musculo esquelético ter
diminuindo nos ultimos anos devido a aplicacdes de
técnicas de biologia molecular e imunocitoquimica,
ainda assim o autor destaca o papel da técnica no
diagndstico de biopsias deste tipo de tecido.

De acordo com Hinton & Laurén (1990), o
figado ¢ um orgdo desintoxicador essencial para
0 metabolismo e para a excrecdo de substincias
toxicas de dentro do corpo. A exposicdo aos metais
pesados pode conseqiientemente causar as mudangas
histologicas no figado e uma investigacao histologica
de espécimes expostos podem conseqiientemente
produzir resultados significativos. Bruslé ez al. (1996)
afirmam que estudos com histologia de figados de
peixes poderiam servir como modelos para estudar
as interacdes entre fatores ambientais e estruturas
hepaticas e suas fungdes. O efeito prejudicial da
poluicdo do metal pesado na histologia do figado
de peixes pode, entretanto, depender da duragdo da
exposicao (cronica ou aguda) e nivel de concentragio
do metal especifico.

PARAMETROS IMUNOLOGICOS

Varios pesticidas sdo conhecidos por afetarem o
sistema imune resultando em alteragdes na resposta
humoral e celular. As altera¢cdes imunoldgicas podem
resultar em doencas auto-imunes, hipersensibilidades
ou alergias, enquanto que a supressdo do sistema

imune pode levar ao aumento da incidéncia de
doengas infecciosas e até mesmo a transformagdes
neoplasicas (Dean et al., 2001). Sendo assim o uso de
biomarcadores imunologicos ¢ muito util na avaliacdo
do risco toxicologico (Stiller-winkler ez al. 1999). Nos
mamiferos, foi observado que tanto mediada por célula
¢ humoral (anticorpo - mediada) imunidade pode ser
deprimido por poluentes tais como os HPA, PCB, PBB,
OCPs (dieldrina, lindano, DDTs e HCB), organometais
(. ex. metilmercurio eorganoestanios) e metais pesados
como Pb e Cd (Von der Oost et al. 2003).

O sistema imune de peixes ¢ bem desenvolvido e
pode ser comparado em varios aspectos ao sistema
imune de mamiferos (Ellis 1982). Desta forma pode-se
supor que a sensibilidade das fungdes do sistema
imune frente & contaminagfo ambiental é comparavel
entre diferentes espécies. A fung@o imune natural no
especifica dos organismos oferece iniimeras possi-
bilidades como fonte de marcadores bioldgicos na
ecotoxicologia.

Viérios pardmetros imunoldgicos podem poten-
cialmente serem utilizados como biomarcadores
nos peixes, por exemplo, células brancas sangui-
neas (leucocitos), status de linfocitos (contagens das
células sanguineas ou diferenciais) e fatores de defesa
ndo especificas (tais como os niveis de atividade lisos-
somal aguda e proteinas de fluidos corporais), peso e
morfologia de leucécitos produzidos em 6rgdos, como
0 baco, timo e o rim, centros de melanomacrofagos
(numero, tamanho e exame histopatoldgico) (Mela
et al. 2007, Miranda et al. 2008), fungdo macrofago
(quimiotaxia, fagocitose, pinocitose ¢ quimiolumi-
nescéncia), um aumento da susceptibilidade a infec-
¢Oes bacteriana, e outros (Weeks et al. 1992, Wester
et al. 1994).

Bussolaro ef al. (2008) expuseram camundongos
a diferentes concentra¢cdes de chumbo por 72h e
concluiram que mesmo em baixas concentragdes
as funcdes dos macrofagos eram afetadas através
da reducdo do indice fagocitico, produgdo de 6xido
nitrico, estabilidade do sistema endosomal / lisossomal
e da adesdo celular.

Convém, no entanto, salientar que o sistema
imunolégico pode ser influenciado por uma grande
variedade de estressores, o que implica em que
biomarcadores imunoldgicos podem ser uteis e
sensiveis, mas muitas vezes inespecificos (Weeks
et al. 1992).
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PARAMETROS REPRODUTIVOS E ENDOCRINOS

A necessidade de se conhecer os efeitos potenciais
dos disreguladores endocrinos tem conduzido a uma
demanda por métodos de ensaios in vitro € in vivo
para identificar os efeitos biologicos de uma grande
variedade de substancias naturais e sintéticas presentes
no meio ambiente.

Recentes estudos experimentais tém investigado a
capacidade de baixas doses de metais pesados (cadmio,
mercurio, zinco, chumbo) de causarem alteragcdes
nas fungdes do sistema endocrino. SAo relatadas
alteracdes no sistema reprodutivo em populacdes de
espécies de peixes, disturbios na sintese de cortisol
em peixes, inducdo da sintese de VTG (Leblond et al.
1999, Fossi et al. 2004).

Os resultados dos trabalhos existentes que rela-
cionam efeitos reprodutivos ¢ endocrinos causados
por Hg e do MeHg na ictiofauna (Who 1990, Wiener
et al. 2003) mostram que peixes submetidos a dife-
rentes concentragdes de Hg apresentam alteragdes
hormonais e reprodutivas, e ha efeitos adversos sobre
o desenvolvimento larval (Who 1990). Verificou-se
também que o MeHg pode prejudicar a reprodugéo
dos peixes por afetar o desenvolvimento gonadal e o
sucesso de desova dos adultos (Wiener & Spry 1996),
além de reduzir o sucesso de incubagdo dos ovos ¢
da sobrevivéncia dos estagios embriolarvais (Mckim
et al. 1976, Friedmann et al. 1996, Latif et al. 2001,
Hammerchimdt ez al. 2002).

Os interferentes enddcrinos podem exibir tanto
um comportamento estrogé€nico como androgénico.
Estrogénios sdo esterdides hormonais que regulam e
sustentam o desenvolvimento sexual feminino e suas
fungdes reprodutivas. Ja os androgénios sio esterdides
hormonais responsaveis pelo desenvolvimento
das caracteristicas sexuais secundarias masculinas
(Hoffman et al. 2003).

A determinagdo da proteina vitelogenina (VTG)
em organismos aquaticos, principalmente peixes, tem
sido bastante utilizada na investigagdo por contami-
nantes. A vitelogenina ¢ uma fosfolipoglicoproteina
sintetizada por todas as fémeas de oviparos durante o
ciclo reprodutivo; € produzida no figado e secretadana
corrente sanguinea, onde ¢ transportada até os ovarios,
acumulando-se nos ovdcitos em crescimento para ser,
entdo, utilizada como precursora das reservas nutri-
cionais necessarias para o desenvolvimento subse-
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qiiente dos embrides. Em individuos imaturos ou em
machos, a codificagdo do gene para esta proteina nao
existe ou ¢ muito fracamente expressada. Assim, a
presenca desta proteina no sangue destes organismos
representa um biomarcador de exposi¢do, pois sua
sintese depende da presenca de xenobidticos (Reis
Filho et al. 2006).

A sintese de vitelogenina (VTG), é afetado pelo
estradiol. Foi demonstrado que peixes expostos
a PCBs foram menos capazes de produzir VTG
(Spies et al. 1990). O comprometimento da fungdo
reprodutora pela diminui¢do dos niveis plasmaticos
de VTG foi reportada para a trutas fémeas expostas
ao Cd (Haux et al. 1988). A sintese de VTG também
pode ser induzida em peixes do sexo masculino
expostos a substancias quimicas perturbadoras do
sistema enddcrino, como a alquilfenois, conduzindo
assim a uma chamada feminizag&o dos peixes machos
(Gimeno et al. 1996).

O mercurio (inorganico ou metilado) causa lesdes
histopatoldgicas nas células de Leydig (responsaveis
pela sintese de andrégenos) em Clarias sp. expostos
cronicamente. Isso veioacompanhadopelodecréscimo
dos teores de colesterol plasmatico, sugerindo um
estimulo do catabolismo hepatico ou uma inibi¢ao
da sintese da molécula. O chumbo foi relatado como
supressor da liberagdo de gonadotropinas em peixes,
provavelmente por alterar os niveis de dopamina
no hipotdlamo, o que inibe a espermatogénese
¢ a producdo de andrégenos, bem como reduz o
crescimento gonadal e os niveis de estradiol em fémeas
(Heath 1995). Porém, no estudo realizado por Alves
Costa (2006) em peixes contaminados por chumbo
inorganico divalente ndo foi observado nenhum efeito
antiestrogénico detectavel pelo método empregado
(imuno-detecgdo), apos bioensaio (administragdo via
intraperitoneal).
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