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RESUMO  

 

Com o intuito de analisar o potencial toxicológico, por meio de biomarcadores, 

do efluente setorial não tratado de uma fábrica de celulose utilizou se 32 

exemplares da espécie Hippocampus reidi sendo expostos a três 

concentrações do efluente: 10, 30 e 50% por 96hs. Foi averiguada também a 

possibilidade de recuperação em 96hs dos animais após terem sido expostos 

na concentração de 50% do efluente por 96hs. Foram utilizados os seguintes 

biomarcadores: ensaio do micronúcleo, ensaio cometa, atividades enzimáticas 

da Glutationa S-transferase (GST) e da Catalase (CAT), análises 

histopatológicas nas brânquias, além da quantificação de metais traço 

corporais nesses animais. O ensaio cometa apresentou ser um teste sensível a 

esse contaminante, visto que houve um aumento gradativo no Índice de Danos 

no DNA (ID) nos exemplares de H. reidi expostos às concentrações crescentes 

do efluente setorial de fábrica de celulose. O ensaio cometa também foi 

eficiente em detectar a recuperação dos indivíduos após 96hs, visto que houve 

diminuição do ID quando comparado ao ID dos indivíduos expostos na mesma 

concentração do efluente (50%). No teste do micronúcleo foi observada 

alteração significativa apenas nos indivíduos expostos na concentração mais 

alta do efluente, havendo recuperação dos animais. As atividades das enzimas 

GST e CAT não apresentaram alterações significativas nos animais após 

exposição a esse efluente. Assim como as alterações histológicas nas 

brânquias e a bioacumulação de metais traço não foram significativas nestes 

exemplares. Os resultados obtidos neste trabalho indicam que esse efluente 

setorial de uma fábrica de celulose não apresenta um potencial altamente 

tóxico para a espécie estuda, levando em consideração o tempo de exposição 

e as concentrações testadas. E o ensaio cometa é o mais indicado como 

biomarcador de contaminação para este efluente. 

 

Palavra chave: Cavalo-marinho, Ensaio cometa, Danos histopatológicos, 

Enzimas, Recuperação. 



 

 

ABSTRACT 

 

In order to examine the toxicological potential by means of biomarkers, the 

industry untreated effluent from a pulp mill that used 32 specimens of the 

seahorse Hippocampus reidi exposed to three concentrations of the effluent: 

10, 30 and 50% by 96 hours. It also investigated the possibility of recovery at 96 

hours after the animals were exposed to the concentration of 50% of the 

effluent for 96 hours. We used the following biomarkers: the micronucleus test, 

comet assay, enzyme activities of glutathione S-transferase (GST) and catalase 

(CAT), pathological examinations in the gills, and the quantification of trace 

metal body in these animals. The comet assay showed a test sensitive to this 

contaminant, as there was a gradual increase in the index of DNA damage (ID) 

in specimens of H. reidi exposed to increasing concentrations of the sector 

effluent pulp mill. The comet assay was also efficient in detecting the recovery 

of individuals after 96 hours, whereas there was a decrease of ID compared to 

the ID of the exposed individuals in the same concentration of the effluent 

(50%). In the micronucleus test was no significant change only in individuals 

exposed at the highest concentration of effluent, with recovery of the animals. 

The activities of enzymes GST and CAT showed no significant changes in 

animals after exposure to this effluent. As the histological changes in the gills 

and bioaccumulation of trace metals were not significant in these specimens. 

The results of this study indicate that this sector effluent from a pulp mill does 

not present a potentially highly toxic to the species studied, taking into account 

the exposure time and concentrations. And the comet assay is the most suitable 

as a biomarker of contamination for this effluent. 

 

Keywords: Seahorse, Comet assay, Histopathological damage, Enzymes, 

Recovery.
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1 INTRODUÇÃO 
 

Desde a revolução industrial iniciada no fim do século XVIII e apresentando sua 

projeção mundial no século XIX, iniciou-se um aumento de liberação de poluentes 

no ambiente como produtos químicos, considerados tóxicos para a maioria dos 

organismos que habitam tanto os ecossistemas terrestres como aquáticos (Zagatto e 

Bertoletti, 2006). Com o desenvolvimento cada vez maior de centros urbanos e 

tecnologias, diferentes grupos de substâncias passaram a ter efeitos sobre o 

equilíbrio natural dos ecossistemas aquáticos: nutrientes em excesso, 

hidrocarbonetos aromáticos policíclicos, hidrocarbonetos pesados, metais pesados, 

agrotóxicos e outros (Moron et al.,2006).  

 

Estuários e águas costeiras adjacentes são geralmente vulneráveis à presença de 

compostos xenobióticos, os quais produzem diversas alterações na biota aquática e 

em vários níveis da cadeia trófica (Simonato et al.,2008). O monitoramento da 

qualidade ambiental em ecossistemas aquáticos é o modo que permite detectar as 

alterações de suas características naturais. Usualmente para verificar as alterações 

na biota utilizam-se análises físico-químicas e biológicas, bem como o emprego de 

espécimes indicadores (Zagatto e Bertoletti, 2006). Masutti et al.,(2006) ressaltam a 

importância na determinação de concentrações seguras de agentes químicos para a 

preservação da vida aquática e para a qualidade das águas e dos sedimentos 

 

No entanto o rápido avanço do desenvolvimento industrial em todo o mundo tem 

contribuído para o grande aporte de efluentes ao ambiente oceânico, afetando não 

apenas a vida aquática como também provocando sérias ameaças a toda vida no 

planeta (Niyogi et al.,2001).  

 
Indústrias de celulose inserem-se entre os tipos de indústrias consumidoras de 

grande quantidade de água (Rodrigues, 2004). A água é utilizada para a lavagem da 

polpa, para melhorar a qualidade da celulose, na limpeza, no resfriamento, na 

selagem e na lubrificação. Na produção é necessário também separar a lignina da 

celulose processo denominado branqueamento. A lignina por sua vez é uma 

macromolécula aromática tridimensional, de estrutura não uniforme, e a sua 

eliminação se dá por oxidação, que a fragmenta em diversas moléculas de 
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diferentes tamanhos, muitas das quais apresentando maior toxicidade (Bertazzoli e 

Pelegrini, 2002). 

 

Com a crescente produção de papel e celulose e a busca constante pela obtenção 

da qualidade dos produtos, as indústrias do setor têm gerado diariamente grandes 

quantidades de resíduos sólidos e efluentes, os quais têm se constituído numa 

grande preocupação ambiental e econômica. Diariamente, estima-se que são 

liberados valores em torno de 200.000 m³/dia por dia de efluentes produzidos por 

indústrias de celulose distribuídas ao redor do planeta (Rodrigues, 2004). 

 

Os efluentes provenientes de fábricas de processamento de celulose apresentam 

composição química bastante complexa, contendo compostos orgânicos e 

inorgânicos, componentes hidrofílicos e hidrofóbicos, incluindo metais de transição, 

policloridato dibenzo-p-dioxinas (PCDDs), policlorinato dibenzofuranos (PCDFs) e 

pentaclorofenol (Fatima et al.,2001). Os compostos inorgânicos podem inibir 

processo de tratamento do tipo biológico, tornando-os incapaz de exercer sua 

função como filtro (Jimenez et al.,2004). 

 

Os fatores que contribuem para esta complexidade química dos efluentes são: (a) a 

origem e tipo de madeira empregada, (b) a química do processo de branqueamento, 

(c) o grau de fechamento de circuito, controle de derrames, sistema de coleta e 

manejo dos condensados, (d) substâncias químicas adicionadas no processo, (e) a 

carga orgânica que entra na planta de branqueamento (grau de deslignificação), (f) o 

tipo e a eficiência do tratamento de efluente, e, (g) as instabilidades no processo. 

Assim, há uma grande variação de fábrica para fábrica, não possuindo fábricas com 

efluentes idênticos (Jimenez et al.,2004). 

 

Os efeitos tóxicos da descarga de efluentes industriais em corpos hídricos devem 

ser intensamente investigados, uma vez que podem afetar a sobrevivência, o 

comportamento ou a composição genética dos organismos aquáticos, bem como a 

saúde da população (Frizzo et al.1996). Oakes et al.,(2004) relatam que a 

composição química dos efluentes de fábricas de celulose apresentam alguns 

compostos bioativos, responsáveis por alterações fisiológicas, em animais da biota 

aquática, principalmente peixes como por exemplo o  Catostomus catostomu, 
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endêmico da América do Norte. Toft et al.,(2004) e Orlando et al.,(2007) descrevem 

distúrbios por meio de masculinização de Gambusia holbrooki (mosquitofish) e 

Anguilla rostrata peixes que vivem em locais contaminados com efluentes industriais 

de celulose. 

 

Segundo Khan (2009), o lançamento de efluente de fábrica de celulose causa 

impacto direto à biota aquática e em especial na saúde de algumas espécies de 

peixes como, por exemplo, Pleuronectes americanus espécie marinha do mar Ártico, 

na qual foi observada alterações no processo de homeostase através da 

alimentação, do crescimento, da fisiologia, do comportamento e da reprodução. 

Algumas espécies de peixes que vivem em regiões que recebem efluente de fábrica 

de celulose apresentam predominância elevada de lesões epidérmicas, aumento de 

índices de alterações hepáticas, modificações na maturação das gônadas, lesões 

nas brânquias e rins comparados com amostras dos locais da referência sem 

influência de efluente (Khan e Hooper, 2000; Landman et al.,2008). 

 
1.3. Análises Toxicológicas Por Meio De Biomarcadores 

 

Atualmente, as análises ambientais se constituem em ensaios ecotoxicológicos. Em 

nível da organização biológica, as ferramentas de análise são chamadas de 

Indicadores Biológicos ou Biomarcadores, os quais possibilitam a correlação da 

intensidade da exposição como o efeito biológico da substância (Magalhães e 

Ferrao Filho, 2008).  

 

Os biomarcadores podem ser classificados em 3 tipos: de Exposição, de Efeito, e 

Suscetibilidade. Os de Exposição podem ser usados para confirmar e avaliar a 

exposição individual ou de um grupo, á uma substância em particular, estabelecendo 

uma ligação entre a exposição externa e a quantificação da exposição interna. Os 

biomarcadores de Efeito podem ser usados para documentar as alterações pré-

clínicas ou efeitos adversos à saúde, decorrentes da exposição e absorção das 

substâncias xenobióticas. Dessa forma, a ligação dos biomarcadores entre 

exposição e efeitos contribui para a definição da relação dose-resposta. Os 

biomarcadores de Suscetibilidade permitem elucidar o grau de resposta da 

exposição provocada nos indivíduos (Amorim, 2003; Zagatto e Bertoletti, 2006).  
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O monitoramento por exposição é um procedimento que consiste em uma rotina de 

avaliação e interpretação de parâmetros biológicos e/ou ambientais, com a 

finalidade de detectar os possíveis riscos à saúde (Amorim, 2003). Quando efluentes 

entram em contato com organismos vivos, causam uma variedade de respostas. 

Estas respostas (efeitos biológicos) são normalmente, de dois tipos: de proteção 

contra efeitos que causam danos e alguns que não são percebidos pelo organismo. 

Efluentes orgânicos podem causar a indução de enzimas que podem metabolizá-los 

(respostas de proteção) ou em alguns casos produzirem metabólicos ativos 

(ativação) (Alves, 2003; Buss et al.,2003). 

 

Por outro lado, podem ocorrer mudanças não relacionadas a nenhuma função de 

proteção. Estas incluem alterações na concentração ou atividade das enzimas, 

interação com receptores e alterações no DNA. Estas respostas podem não causar 

nenhum dano evidente ao organismo rapidamente, porém podem trazer 

consequências em nível celular ou de organismo afetando sua saúde, em longo 

prazo (crescimento, reprodução). Neste sentido, as alterações bioquímicas em 

tecidos mais sensíveis são as primeiras respostas de ação biológica (Alves, 2003). 

Contudo os biomarcadores se baseiam em demonstrar a perturbação inicial e 

posterior nos organismos expostos ao efluente (Onsson et al.,2002). 

 

Os indicadores biológicos são muito úteis devido a sua especificidade a certos tipos 

de impacto, já que inúmeras espécies são comprovadamente sensíveis a um tipo de 

poluente, mas tolerantes a outros (Arias et al.,2007). A natureza do impacto e as 

conseqüências para o ambiente podem ser mostradas no Tabela 1, a qual 

demonstra uma sequência de alterações gradativas provocadas nos organismos 

aquáticos perante a entrada de poluentes no sistema. Essa situação exemplifica 

uma forma progressiva de dano em um habitat aquático (Gomes et al.,2000). 
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Tabela 1. Padrões de alterações em ambientes aquáticos em relação ao tempo de 

exposição gradativa de poluentes. 

Entrada de poluentes 
Mudança da qualidade da Água 

 
Imediato 

 
Mudanças 

Comportamentais 
Efeito no sistema 
Neuroendócrino 

Efeito nas 
Membranas 
Epiteliais. 

 

 
Minutos a Horas 

 
Respostas Bioquímicas 

 
Alterações no Metabolismo Fluidos Corpóreos e 

Enzimas 
 

 
Dias e Semanas 

 
Respostas Fisiológicas 

 
Consumo de 

Oxigênio 
Balanço 

Osmótico 
Alimentação e 

Digestão 
 

 
Dias a Meses 

 
Alteração no Desempenho Fisiológico 

 
Crescimento Reprodução 

 

 
Meses e Anos 

 

 
Impactos nas Populações 

 

 
Anos e Décadas 

 
Estrutura e Dinâmica de 

Comunidades 
Função e Estrutura de 

Ecossistema 
 

Modificada de Gomes et al.,2000. 

 

Os efeitos de poluentes em animais aquáticos podem ser avaliados em estudos 

populacionais, como moluscos, crustáceos e alguns peixes que são usados como 

bioindicadores (Machado, 1999). Segundo Kodo Filho (2006), os espécimes de 

peixes seguem uma relação semelhante à descrita na Tabela 1 algumas alterações 

são melhores demonstradas quando se analisa o tecido hepático. De acordo 

também com Karr (1981), Ramelow et al.,(1989), Wooton (1990), Fragoso et 

al.,(1998) os peixes são excelentes ferramentas no monitoramento de ambientes 

aquáticos, servindo como importantes bioindicadores, pois estão no topo da cadeia 

trófica. 

 

A identificação dos efeitos adversos das atividades relacionadas à produção, de 

efluentes e acidentes ambientais na biota aquática pode ser analisada utilizando 
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parâmetros diversos em um mesmo animal (Camargo e Martinez, 2006). A utilização 

de peixes como bioindicadores apresenta qualidades positivas, pois podem ser 

utilizados para analisar danos fisiológicos, bioquímicos, histopatológicos, 

bioacumulação de íons, mutagênicos e genotóxicos (Simonato et al., 2008; Cavas e 

Konen, 2008). 

 

Atualmente, ensaios de ecotoxicidade são baseados em alvos fisiológicos que 

avaliam alterações bioquímicas, comportamentais ou histológicas têm sido 

desenvolvidos em lugar das tradicionais respostas na sobrevivência, crescimento e 

reprodução (Niemeyer et al.,2006). Efeitos tóxicos que resultam em alterações 

bioquímicas e fisiológicas no sangue dos peixes, que podem ser usados como 

indicadores do local onde as espécies habitam, ou ao efluente exposto (in situ). Nos 

últimos anos tem-se aumentado o interesse na área da genotoxicidade causada pela 

poluição ambiental. Os peixes se constituem bioindicadores para monitoramento 

genotóxico aquático pela habilidade de metabolizar xenobióticos e, em alguns casos, 

apresentarem acúmulo de poluentes (Moron et al.,2006). 

 

Análises de biomarcadores são bastante usadas pela sua rápida realização e custo 

relativamente baixo como o teste de micronúcleo e o Ensaio Cometa.O Ensaio 

Cometa (EC) ou Single Cell Gel electrophoresis (SCGE) é um teste de 

genotoxicidade capaz de detectar danos no DNA induzidos por agentes alquilantes, 

intercalantes e oxidantes. Este pode ser realizado tanto em animais como em 

plantas, demonstrando grande sensibilidade e rapidez de resultados em estudos de 

genotoxicidade. A metodologia apresenta algumas vantagens sobre os testes 

bioquímicos, entre estas a necessidade de somente um pequeno número de células 

e de não ser necessário células em divisão (Tice et al.,2000). Vários trabalhos 

relatam sua aplicabilidade e eficiência na detecção da quebra da fita de DNA, tanto 

para peixes quanto para bivalves expostos a efluentes (Buschini et al.,2004). 

 

O teste micronúcleo, ensaio in vivo, é mais utilizado para detecção de agentes 

clastogênicos (lise cromossômica) e anaugênicos (indutores de aneuploidia ou 

segregação anormal cromossômica). Este fato ocorre quando o material genético é 

fragmentado ou perdido e não se incorpora ao núcleo da célula filha, originando um 

novo núcleo e tamanho menor que o principal (Ribeiro, 2007; Cavas e Konen, 2008). 
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Assim como a utilização de ensaios mutagênicos e genotóxicos a utilização de 

biomarcadores histopatológicos também são ferramentas importantes no 

monitoramento ambiental, tanto em estudos laboratoriais quanto em estudos de 

campo. Uma das vantagens em utilizar estes biomarcadores permite-se o exame de 

órgãos alvo específicos. (Camargo e Martinez, 2007). O primeiro órgão interno a ter 

contato com os poluentes aquáticos são as brânquias, devido ao constante contato 

com o ambiente externo (Figueiredo-Fernandes et al.,2007). Por terem grande 

eficiência na absorção do oxigênio da água, os peixes utilizam a cavidade bucal e as 

câmaras branquiais, atuando alternadamente como bombas de sucção e pressão, 

para manter um fluxo contínuo de água sobre as brânquias (Machado, 1999).  

 

Alguns estudos de alterações enzimáticas em indivíduos aquáticos se mostram 

favoráveis segundo Lee et al.,(2008). A inserção de xenobióticos na biota aquática 

pode alterar a ativação de mecanismos de detoxificação de via metabólicas, como 

por exemplo, a Glutationa S-trasnferase (GST), enzima responsável pela conjugação 

de vários compostos e interage no esforço oxidativo em determinadas situações na 

qual o organismo se encontra (Camargo e Martinez, 2006). A Catalase (CAT) é outra 

enzima com caráter antioxidante responsável pela decomposição do peróxido de 

hidrogênio produzido no metabolismo celular. Durante a oxidação de ácidos graxos 

peroxisomal, H2O2 é produzido como um sub-produto; a CAT aparentemente age 

decompondo o H2O2, podendo servir como biomarcador para um importante grupo 

de substâncias carcinogênicos não genotóxicos no ambiente aquático (Martins et 

al.,2005). 

 

1.4. Espécie teste: Hippocampus reidi 
 

Os cavalos marinhos (Família Signathidae) apresentam uma distribuição mundial, 

principalmente em regiões tropicais de águas quentes originados no oceano 

Atlântico no período Eoceno (Teske et al.,2007; Olivotto et al.,2006). Em sua 

alimentação são carnívoros, alimentando-se de micro crustáceos, larvas de peixes e 

zooplâncton, que são sulgados através do seu focinho tubular (Rosa et al.,2005). 

Geralmente caracterizados por uma distribuição esparsa, baixa mobilidade, pequena 

abrangência territorial, baixa fecundidade, cuidado parental duradouro, e fidelidade 
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entre parceiros. (Rosa et al.,2005; Vieira e Gasparini, 2007). A família Signathidae 

apresenta indivíduos populares para aquários marinhos por serem atrativos e de 

aparência fraca. E sendo utilizadas no consumo por populações asiáticas na 

culinária, medicina e suvenires (Casey et al.,2004).  

 

Jones et al.,(2003) descrevem que durante a reprodução, os ovos postos pela fêmea 

são fertilizados pelo macho, que os guarda numa bolsa na base da sua cauda. Dois 

meses mais tarde, os ovos rompem-se e o macho realiza violentas contorções para 

expelir a cria. Quando nascem, são transparentes e medem pouco mais de um 

centímetro. (Rosa et al.,2005; Vieira e Gasparini, 2007; Freret-Meurer et al.,2009). 

 

 

Figura 1. Exemplar de Hippocampus reidi. 

 

Os Cavalos marinhos se localizam de maneira pontual na costa brasileira, indo do 

Maranhão até Santa Catarina. Vivendo em locais abrigados, como regiões de recifes 

e estuarinas, apresentando uma variação de profundidade de 0 a 55m (Teske et 
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al.,2007). Caracterizam-se por serem maus nadadores, e se ancoram à vegetação 

ou ao substrato através de uma forte cauda preênsil, e raramente se aventuram por 

mar aberto para perseguir presas móveis, sendo geralmente considerados 

predadores de espera (ROSA et al., 2005). 

 

Recentemente o estado do Espírito Santo apresentou uma lista de espécies 

ameaçadas de extinção, na qual se encontram as duas espécies de cavalo-marinho 

encontradas no Brasil, Hippocampus erectus, muito raro na região e Hippocampus 

reidi (Figura 1), espécie utilizada no atual trabalho.  

 

 

2. OBJETIVO 

 

 

Diante disso, este trabalho tem por objetivos verificar a utilização de biomarcadores 

Genotóxicos (Micronúcleo e Ensaio Cometa), Bioquímicos (atividade enzimáticas 

GST e CAT), Histopatológico (análise de arcos brânquias) e a Bioacumulação 

corporal de metais, avaliando também a possível recuperação destes animais. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
 

3.1. Delineamento Experimental 
 

Foram utilizados 48 exemplares adultos da espécie de peixe Hippocampus reidi 

(cavalo-marinho), com aproximadamente 5 meses de vida (8,35 ± 0,64 cm e peso 

médio de 2,07 ± 0,42 g). Os animais foram adquiridos no criadouro de cavalos 

marinhos Juan Pablo de Marco e Irmão Ltda, Serra - E.S, e transferidos para o 

Laboratório de Ecotoxicologia Aquática, do Centro Universitário de Vila Velha (UVV). 

No laboratório, os indivíduos foram aclimatados em aquários de vidro, com 

capacidade de 40L( Figura 2), por um período mínimo de 15 dias, com troca 

periódica de água, duas vezes por semana. 

 

A água salgada para o abastecimento dos aquários de manutenção e dos aquários 

testes foi proveniente de uma região da praia de Vila Velha, ES, (20°21’13’’S, 

40°17’02’’O). Ao ser levada para o Laboratório de Ecotoxicologia Aquática foi filtrada 

com filtros de papel em seguida a salinada era corrigida utilizando água deionizada 

preparada no dia. Os animais foram alimentados duas vezes ao dia com misidáceos 

congelados trazidos do criadouro. A alimentação foi suspensa 24hs antes do início 

dos experimentos.   
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Figura 2. Aclimatação dos exemplares de H. reidi. 

 

O trabalho foi realizado em duas etapas. A primeira etapa consistiu na utilização de 

32 espécimes dispostos individualmente em aquários de polietileno, com capacidade 

de 3L e aeração constante. Estes animais foram expostos em três concentrações 

(10, 30 e 50%) (Figura 3 ) de efluente não tratado de uma fábrica de celulose e a um 

grupo controle que não apresentava o poluente (n=8 para cada tratamento), pelo 

período de 96 horas. Foi acrescido sal marinho sintético (Coralife) no efluente para 

que houvesse a mesma salinidade (28 ± 1) da água marinha em que os animais se 

encontravam. A adição do sal marinho foi realizada de maneira gradativa e 

homogeneizada com agitador magnético. Um grupo de oito exemplares foi exposto 

individualmente em água salgada sem efluente pelo mesmo período de tempo, 

sendo utilizado como grupo controle. Essas concentrações foram utilizadas por se 

caracterizarem com efeitos subletais de acordo com testes preliminares utilizando 

duas concentrações (25 e 50% do efluente).  

 

A segunda etapa do experimento consistiu na recuperação dos organismos expostos 

na concentração de 50% do efluente por 96hs, inclusive para o grupo controle (n=8). 

A concentração de 50% de efluente foi escolhida por apresentar as maiores 

alterações nos testes realizados durante a primeira etapa do trabalho. Em seguida à 
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exposição ao efluente, os animais foram dispostos para a recuperação de 96hs, 

sendo transferidos para aquários contendo água salgada sem efluente, a fim de 

verificar se houve uma recuperação significativa dos parâmetros testados na 

primeira etapa. O mesmo procedimento foi realizado para o grupo controle.  

 

 

Figura 3. Esquema de agrupamento de aquários de teste com suas respectivas 
concentrações de efluente. 
 

As características físico-químicas mantidas utilizando um multiparâmetro (YSI 85) 

nos aquários foram: temperatura 23ºC ± 1oC, oxigênio 5 ± 0,5mgO2/L, e 

condutividade 48,5 e 50 µS/cm salinidade 28 ± 1 e pH: 8,14 ± 0,14. Após o período 

de aclimatação, os peixes tiveram seu status de saúde averiguado, considerando 

sua mobilidade nos aquários, e apresentando boas condições, as séries de 

experimentos foram iniciadas.  

 
3.2. Procedimento Experimental 

 

Ao término dos experimentos, os animais foram anestesiados com solução de 

benzocaína 0,1 g.L-1. O sangue foi coletado por punção caudal (Figura 4), utilizando 
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seringas heparinizadas para ser utilizado nas técnicas do Ensaio Cometa e do 

Micronúcleo. Imediatamente após a retirada do sangue, os peixes foram sacrificados 

por secção cervical, de acordo com Winkaler et al.,(2007) para a remoção do tecido 

hepático, que prontamente foi congelado em nitrogênio líquido e mantido até o 

momento das análises, e para a remoção do segundo arco branquial esquerdo (Díaz 

et al.,2008) e armazenado em formaldeído 4%.   

 

 

Figura 4. Momento da punção caudal em H. reidi. 

 

3.2.1. Ensaio do Micronúcleo 
 

O sangue foi coletado e gotejado sobre uma lâmina para a realização de extensões 

sanguíneas. Após seca a temperatura ambiente foi submetida a um banho de 30 

minutos em Metanol P. A. (100%) para fixação. Sendo coradas em seguida com 

uma solução de Giemsa 5% por 40 minutos; lavada posteriormente com água 

destilada e seca em temperatura ambiente, como descrito por Grisolia et al.,(2005), 

Bücker et al.,(2006). Depois de seco, o material foi observado em microscópio óptico 

(400x), 1000 células sanguíneas (eritrócitos) foram contadas para a quantificação 



28 

 

dos micronúcleos presentes. Foram contadas 2 lâminas para cada peixe em cada 

tratamento (Figura 5)  

 

 

Figura 5. Eritrócitos com micronúcleos. 

 

3.2.2. Ensaio Cometa 
 

A análise de fragmentos de DNA foi realizada utilizando ensaio cometa alcalino e 

coloração com nitrato de prata modificado de Tice et al.,(2000) e Andrade et 

al.,(2004). O método consiste na detecção de fragmentos de DNA em microgel de 

agarose. Para isso lâminas de microscopia, duas para cada exemplar, foram 

previamente cobertas com agarose 1,5% (1,80g de agarose e 120 ml de tampão 

fosfato alcalino, pH 7,4). As amostras de sangue foram diluídas 20 vezes em tampão 

fosfato e posteriormente, 10µl do sangue diluído foi misturado com 100µl de agarose 

low melting (0,15g de agarose em 20 ml de tampão fosfato alcalino, pH 7,4) a 40oC. 

Em seguida foram colocadas sobre as lâminas com pré-cobertura e recobertas com 

lamínulas para que o gel se aderir uniformemente até solidificar. Após a retirada das 

lamínulas, os slides foram colocados na solução de lise (146,1g NaCl (2,5M), 37,2g 

EDTA (100mM), 1,2g de Tris (10mM), 1 litro de água destilada e o pH da solução foi 

ajustado para 13 com NaOH e no momento do uso foram adicionados 1% de Triton 

X-100 e 10% DMSO) por no mínimo 2h, em geladeira e protegidos da luz. Depois da 
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lise celular as lâminas foram colocadas em cuba eletroforética e mergulhadas em 

tampão eletroforético (300 mM NaOH e 1mM EDTA em pH>13) por 20 min. Em 

seguida foi realizada a corrida eletroforética em 25V e 300mA por 15 min. Após esta 

etapa as lâminas foram neutralizadas com tampão Tris (48,5 g de Tris em 1 litro de 

água destilada) durante 5 min. por três vezes e lavadas com água destilada por duas 

vezes. As lâminas foram secas por 2h a 37oC. Após esse período as lâminas foram 

fixadas em solução fixadora (15% de ácido tricloácetico, 5% de sulfato de zinco 

(heptahidratado), 5% de glicerol e 1 litro de água destilada) por 10 min. Após esta 

etapa, as lâminas foram lavadas por três vezes com água destilada e secas por 2h a 

37oC. Depois de secas as lâminas foram hidratadas por 5 min. com água destilada e 

coradas com solução de coloração com prata (66 ml da solução de carbonato de 

cálcio (12,5g de carbonato de cálcio para 250 ml de água) e 34 ml da solução de 

nitrato de prata (50mg de nitrato de prata, 50mg de nitrato de amônio, 250mg de 

ácido tungstosalicílico e 125µl de formaldeído)) por 15 min. a 37oC. Depois de 

coradas as lâminas foram lavadas por três vezes com água destilada e então 

submersas por 5 min. em solução stop (ácido acético 1%). Passado os 5 min. de 

reação, foram novamente lavadas por três vezes e secas em temperatura ambiente.  

 

Os danos no DNA foram medidos e classificados posteriormente de acordo com o 

tamanho da cauda em 4 classes: classe 0 –  sem apresenta cauda; classe 1 – cauda 

é menor que o diâmetro do núcleo; classe 2 – cauda com variação de comprimento 

de 1x a 2x o diâmetro do núcleo; classe 3 – cauda maior que 2x o diâmetro do 

núcleo (Grazeffe et al.,2008). Os resultados foram expressos em porcentagem para 

cada classe. O índice de danos (ID) analisado pelo teste cometa foi avaliado 

utilizando a somatória do número de células danificadas multiplicado pelo valor da 

classe de dano (0 a 3). Esses valores demonstram os Danos apresentados nos 

tratamentos de acordo com Heuser et al.,(2008).  

 

3.2.3. Atividade Enzimática da Glutationa S-Transferase (GST - E.C 2.5.1.18) e 
Catalase (CAT - E.C. 1.11.1.6)  

 

O fígado dos animais, congelados em nitrogênio líquido, foram descongelados e 

homogeneizados com tampão fosfato (pH 7,0) e centrifugados (30.000 G) por 30 min 
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a 4 ºC, obtendo o sobrenadante utilizado para Glutationa S-tranferase (GST) e 

Catalase (CAT).  

 

A atividade enzimática da GST foi determinada utilizando o método descrito por 

Habig et al.,(1974); Habig e Jakoby (1981) utilizando tampão fosfato (pH 7,0), 1mM 

GSH e 1mM de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) como substrato. A atividade 

cinética da GST foi calculada a partir da leitura da absorbância em comprimento de 

onda de 340nm, em um espectrofotômetro Spectronic Genesis 2. A atividade 

absoluta foi estimada usando o coeficiente de extinção do CDNB. 

 

A catalase foi estimada por meio da avaliação contínua do decréscimo da 

concentração do peróxido de hidrogênio (H2O2) em 240 nm (Aebi, 1984). Para tanto, 

foi usado um tampão para o meio de reação com peróxido de hidrogênio 10mM e 

tampão TE (Tris HCL 1M e EDTA 5mM), sendo as amostras diluídas 100x no 

tampão TE. Para leitura, 10µl de homogeneizado foram adicionados a uma cubeta 

de quartzo contendo 990µl de tampão de reação, misturadas por inversão e lidas em 

240nm em um espectrofotômetro Shimadzu. 

 

A concentração de proteínas totais, no fígado, foi determinada pelo método do 

biureto modificado usando um kit comercial Doles. Tal procedimento consistiu em 

misturar 2,5ml do reagente de biureto com 25µl de homogeneizado da amostra, 

tendo como solução padrão a mistura de 2,5ml do reagente de biureto com 25µl de 

padrão. As soluções foram homogeneizadas e, em seguida, ficou em repouso por 

5min a temperatura ambiente. Após este procedimento, as amostras foram lidas em 

um espectrofotômetro Spectronic Genesis 2 em 550nm. 

 

3.2.4. Preparo das Lâminas Histológicas e Análises 
 

O material histológico foi retirado do formol e transferido para o histotécnico, 

aparelho no qual o material é desidratado e moldado em blocos de parafina. Após 

esse processo os blocos contendo o material foram cortados utilizando o micrótomo, 

no qual foram realizados cortes de 3 micras nas amostras. Posteriormente à 

realização do corte histológico, o mesmo foi fixado em lâminas de vidro e corado 
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com eosina e hematoxilina e em seguida fixadas com lamínulas e balsamo do 

Canadá. 

 

As lâminas foram analisadas em microscópio óptico, Leica Galen III. As análises 

seguiram o critério de dois filamentos em três lamelas de quatro cortes por lâmina de 

cada animal, sendo um animal por lâmina. A quantificação e classificação das 

alterações foram descritas de acordo com Negreiros et al.,(2009). 

 

3.2.5. Bioacumulação de Metais 
 

Os corpos dos animais, após a retirada do sangue, brânquias e fígado, foram 

encaminhados para uma estufa a 80°C por 48 horas. Em seguida as amostras foram 

calcinadas na mufla a 575oC (Figura 6) por 4 horas obedecendo a normatização 

descrita no manual do aparelho. As análises foram feitas em espectrômetro de 

plasma (ICP). Este teste foi realizado com amostras de água e efluente durante a 

execução do experimento.  

 

Para todos os metais foi feita calibração, sendo que para cada metal as 

concentrações do padrão foram diferentes. Os metais analisados foram Al, Ba, Ca, 

Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na. 
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Figura 6. Exemplar de H.reidi, calcinado. 

 

3.3. Análise Estatística 
 

Os resultados obtidos foram expressos como média e erro padrão da média (SEM). 

Os resultados obtidos nos diferentes tratamentos (controle, expostos a 10, 30 e 50% 

de efluente setorial não tratado) foram submetidos a uma análise de variância 

(ANOVA) e teste a posteriori de Dunnett´s (p<0,05) e Tukey (p<0,05), utilizando o 

pacote estatístico Sigma Stat 2.0. O teste t (student) (p<0,05) foi aplicado quando os 

seguintes grupos foram comparados entre si: grupo exposto à recuperação de 96hs 

de recuperação e seu respectivo grupo controle; entre o grupo exposto à 

recuperação de 96hs de recuperação e o grupo exposto a 50% de efluente sem 

recuperação; e entre os dois grupos controles. 
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4. RESULTADOS 
 

4.1. Ensaio do Micronúcleo 
 

O teste do micronúcleo foi aplicado em células eritrocitárias de H. reidi expostos a 

diferentes concentrações do efluente de uma fábrica de celulose. Foi observado 

nestas células um aumento significativo da quantidade de micronúcleo nos 

indivíduos expostos apenas à maior concentração do efluente (50%) em relação ao 

grupo controle (Figura. 7). Enquanto que não foi observado aumento significativo da 

quantidade de células eritrocitárias com micronúcleo nos indivíduos expostos nas 

demais concentrações de efluente. Já os animais colocados em recuperação, após 

terem sido expostos à maior concentração por 96hs, apresentaram uma possível 

recuperação das células sanguíneas, visto que não foi observada diferença 

significativa em relação ao seu respectivo grupo controle. Vale salientar aqui que a 

quantidade de micronúcleos observados foi muito baixa, em nenhuma lâmina do 

grupo controle foi observado à presença de micronúcleo, e pouquíssimos 

micronúcleos foram observados nas células dos animais expostos ao efluente 

setorial, levando-se em consideração que foram contadas 1000 células em cada 

lâmina com réplica. 
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Figura 7. Frequência de micronúcleos observada nos exemplares de Hippocampus 

reidi expostos a três concentrações de efluente setorial de uma fábrica de celulose: 

10, 30 e 50%, e mais o grupo controle (sem efluente), durante 96hs. Além do grupo 

exposto a uma recuperação de 96 horas após exposição na concentração de 50% 

de efluente, acompanhado do seu grupo controle. * Indica diferença significativa em 

relação ao grupo controle (p<0,05). Os dados estão apresentados em Média ± Erro 

Padrão da Média. 

 

4.2. Ensaio do Cometa 
 

Os valores encontrados nos índices de danos no DNA (ID), figura 8, para os animais 

expostos às diferentes concentrações do efluente aumentaram significativamente à 

medida que a concentração aumentou, quando comparados com o grupo controle e 

entre eles, com exceção dos grupos expostos às concentrações de 30 e 50% que 

apresentaram ID similar. O grupo de recuperação exposto ao efluente não 

apresentou diferença significativa em relação ao seu respectivo grupo controle, no 

entanto apresentou uma diminuição significativa nos valores de ID quando 

comparado ao grupo exposto à mesma concentração. Os dois grupos controles não 

apresentaram diferenças significativas quando comparados entre si. 
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Figura 8. Frequência do Índice de Danos no DNA (Média ± Erro padrão) em 

eritrócitos de Hippocampus reidi expostos à três concentrações de efluente setorial 

de uma fábrica de celulose: 10, 30 e 50%, e mais o grupo controle (sem efluente), 

durante 96hs. E grupo exposto a recuperação de 96 horas após exposição na 

concentração de 50% de efluente, acompanhado do seu grupo controle. n=8. Os 

dados estão apresentados em Média ± Erro Padrão da Média. Letras indicam 

diferença significativa entre os grupos expostos e grupo controle (p<0,05).  

 

Ao analisar os níveis de danos no DNA representados pelas quatro classes, (tabela 

2), observa-se um aumento progressivo de danos na classe 3 conforme aumenta a 

concentração do efluente em que os exemplares de H. reidi foram expostos quando 

comparados com o grupo controle e entre eles, não havendo diferença significativa 

apenas entre os grupos 30 e 50% na classe 3. Os danos na classe 2 foram 

significativamente crescentes entre os animais expostos nas três concentrações de 

efluente, só não houve aumento entre o grupo controle e o grupo exposto a 10%. 

Com relação aos danos na classe 1 houve aumento significativo apenas nos grupos 

expostos com relação ao grupo controle, não havendo diferença entre os grupos. Já 

a classe 0, que representa a ausência de danos, foi predominante no grupo controle 

e a quantidade de células nesta classe foi reduzida conforme houve aumento na 

concentração de efluente em que os animais foram expostos. 
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Com relação aos exemplares de H. reidi colocados em recuperação após exposição 

na concentração de 50%, houve uma excelente recuperação nestes parâmetros, 

visto que ocorreu uma diminuição significativa de danos no DNA nas classes 2 e 3 

quando comparados aos peixes expostos a essa mesma concentração de efluente, 

embora a quantidade de danos na classe 2 nos animais em recuperação tenha sido 

significativamente maior em relação ao respectivo grupo controle. Houve ainda um 

aumento significativo na quantidade de células com danos classificados na classe 0, 

quando também comparados ao grupo exposto à mesma concentração. Não foram 

observadas diferenças entre os dois grupos controles. 

 

Tabela 2. Nível de dano no DNA classificados em cada classe do cometa (0, 1, 2 e 

3) em eritrócitos de Hippocampus reidi expostos à três concentrações de efluente 

setorial de uma fábrica de celulose: 10, 30 e 50%, e mais o grupo controle (sem 

efluente), (Média ± Erro padrão) durante 96hs. E grupo exposto à recuperação de 96 

horas após exposição na concentração de 50% de efluente, acompanhado do seu 

grupo controle. n=8 para cada tratamento.  

 

 

Grupos 

Nível de Dano 

           0                         1                       2                         3 

Controle 83,87±10,53ª 13,87±8,20a 2,25±2,60a 0±0a 

Exposto 10% 46,87±22,54b 36, 87±15,30b 11 ± 7,01a 5,25±4,59b 

Exposto 30% 18,62±8,38c 31,12±10,13ab 32,87 ± 8,32b 19,87±9,07c 

Exposto 50% 0,62±1,06d 33,75 ± 19,38b 48,62 ±12,16c 17±12,76c 

Rec. Controle 77,5±8,55 22,37±9,11 0,12±0,35 0±0 

Rec. Exposto  63,75±16,33* 27,75±12,53 7,5±6,69* 1±1,77* 

 

Letras indicam diferença significativa entre os grupos expostos e grupo controle 

(p<0,05). * Indica diferença significativa do grupo recuperado após exposição em 

relação ao seu respectivo grupo controle (p<0,05).  
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4.3. Análises das Atividades Enzimáticas 
 

A atividade de Glutationa S-transferase não apresentou alteração significativa nos 

animais expostos aos tratamentos quando comparados entre si e entre o controle, 

exceto o grupo exposto à recuperação que apresentou um aumento significativo em 

relação ao seu grupo controle. Não houve diferença significativa entre os grupos 

controles (Figura 9). 

 

Figura 9. Atividade da enzima Glutationa S-trasnferase em exemplares de 

Hippocampus reidi expostos a três concentrações de efluente setorial de uma fábrica 

de celulose: 10, 30 e 50%, e mais o grupo controle (sem efluente), durante 96hs. 

Além do grupo exposto a recuperação de 96 horas após exposição na concentração 

de 50% de efluente, acompanhado do seu grupo controle. n=8 para cada tratamento. 

* Indica diferença significativa do grupo recuperado após exposição em relação ao 

seu respectivo grupo controle (p<0,05). As letras diferentes indicam entre os 

tratamentos (p<0,05). 

 

Nos valores obtidos na análise enzimática da Catalase não foi observado diferenças 

significativas quando comparadas entre os grupos expostos ao efluente e entre o 

grupo controle. O grupo de recuperação não apresentou diferença entre o seu 
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respectivo grupo controle. Não houve diferença significativa entre os grupos 

controles (Figura 10). 

 

Figura 10. Atividade da enzima Catalase em exemplares de Hippocampus reidi 

expostos à três concentrações de efluente setorial de uma fábrica de celulose: 10, 

30 e 50%, e mais o grupo controle (sem efluente), durante 96hs. Além do grupo 

exposto a recuperação de 96 horas após exposição na concentração de 50% de 

efluente, acompanhado do seu grupo controle. n=8 para cada tratamento. 

 

4.4. Análises Histológicas 
 

A estrutura geral das lamelas branquiais do tratamento controle de H. reidi se 

caracteriza por apresentarem filamentos curtos e bem próximos (Figura 5A). À 

medida que ocorre aumento do contato com os poluentes os filamentos se tornam 

mais alongados e sem forma padrão (Figura 5B). Na concentração de 50% de 

efluente os filamentos apresentam de maneira bem distorcida. Em relação aos 

peixes utilizados na recuperação não se notou muita alteração comparando o 

controle da recuperação, no entanto, ao comparar o tratamento exposto a 50% e as 

brânquias dos animais após recuperação, nota-se que os filamentos encontravam-se 

em um processo de reorganização. As brânquias do H. reidi apresentaram-se de 
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maneira similar à maioria dos peixes teleósteos. O epitélio filamentoso consiste em 

camadas numerosas de células lamelosas (Figura 11). 

 

  

  

 

Figura 11. A. Morfologia das lamelas brânquias do grupo controle de Hippocampus 

reidi (M. O. 40X). B. Lamelas alongadas (M. O. 100X), C. Hiperplasias (setas) (M. O. 

400X) e D. Descolamento epitelial (setas) (M. O. 400X) dos exemplares de H. reidi 

expostos na concentração de 50% de efluente setorial não tratado de fábrica de 

celulose.  

 

As mudanças observadas nas lamelas branquiais de H. reidi expostos ao efluente 

setorial de uma fábrica de celulose foram hipertrofia, hiperplasia epitelial, fusão 

lamelar: completa e incompleta e dilatação capilar (Tabela 3). Estas alterações 

foram observadas em todos os grupos expostos ao efluente. 

A B 

C D 
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Tabela 3. Média da freqüência e estágio de severidade das diferentes alterações 

histopatológicas dos exemplares da espécie Hippocampus reidi expostos às 

diferentes concentrações de efluente setorial de uma fábrica de celulose, durante 

96hs (n=8), incluindo o grupo recuperado 96 hs após exposição à concentração de 

50% do efluente por 96 hs e seu respectivo grupo controle.. Estágio de nível I 

engloba danos pontuais e reversíveis; estágio de nível II engloba danos pontuais e 

irreversíveis; estágio de nível III engloba danos extensos e irreversíveis. 

 

Alterações histopatológicas Estágio Controle Conc. 

10% 

Conc. 

30% 

Conc. 

50% 

Rec. 

Cont 

Rec. 

Expo 

Hipertrofia I *** *** *** *** *** *** 

Descolamento epitelial I A * * * * * 

Fusão lamelar completa II A * * * A * 

Fusão lamelar parcial  I * * * * * * 

Hiperplasia I A A A A A * 

Constrição capilar I A A A A A A 

Dilatação capilar I * * * * * * 

Congestão lamelar I A A A A A A 

Aneurisma lamelar II A A A A A A 

Ruptura epitelial II A A A A A A 

Proliferação do epitélio do filamento I A A A A A A 

Enrolamento da região apical da lamela I A A A A A A 

Alteração do sistema de células pilares II A A A A A A 

Proliferação de células de cloreto I A A A A A A 

Proliferação de células mucosas I A A A A A A 

Secreção de muco I A A A A A A 

Necrose III A A A A A A 

“A” representa a ausência do dano; (*) danos pouco ou raramente freqüentes (1 a 5 

observações); (**) danos freqüentes (6 a 15 observações); (***) danos muito 

freqüentes (16 a 30 observações). 

 

O índice de alteração histopatológica das brânquias (Figura 12) não apresentou 

variações significativas entre os diferentes tratamentos (P>0,05). Os níveis de 
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alterações das brânquias dos peixes de todos os tratamentos foram considerados 

normais, por apresentarem valores de IAH inferior a 10. 

 

 

 

Figura 12. Índice de alteração histopatológica (IAH) médio dos exemplares da 

espécie Hippocampus reidi expostos às diferentes concentrações de efluente 

setorial de uma fábrica de celulose, durante 96hs (n=8), incluindo o grupo 

recuperado 96hs após exposição à concentração de 50% do efluente por 96hs e seu 

respectivo grupo controle. 

 

4.5. Bioacumulação de Metal Traço 
 

A tabela 3 apresenta os valores encontrados dos elementos-traço em todas as 

amostras de água: marinha sem contaminação, efluente sem diluição, efluente após 

a diluição em água salgada e amostras de água coletadas nos aquários após a 

exposição às três diluições do efluente (10, 30 e 50%), incluindo o grupo controle. 

Também foram analisadas amostras de água referentes ao grupo colocado em 

recuperação após exposição na concentração de 50% e seu respectivo grupo 

controle. Para estes dados não foi aplicado teste estatístico em virtude de ter sido 

feita apenas uma medida. 
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Os valores elevados de Cálcio, Magnésio, Sódio e Potássio apresentados na tabela 

4 justificam-se pelas características naturais da água marinha. Ressaltando que os 

elementos Sódio e Potássio são presentes no processo de branqueamento (Kraft) 

utilizados nas fibras de celulose. 

 

Tabela 4. Níveis de metais traço (ppm) presentes na água dos tratamentos antes e 

após os testes com exemplares de Hippocampus reidi expostos a três 

concentrações de efluente setorial de uma fábrica de celulose: 10, 30 e 50%, e mais 

o grupo controle (sem efluente), durante 96hs. E o grupo exposto a recuperação de 

96 horas após exposição na concentração de 50% de efluente, acompanhado do 

seu grupo controle para cada tratamento. 

 

Observação Al Ba Ca Cu Fe K Mg Mn Na 

Água Salgada 

inicial 
0,19 0,17 352,84 0,02 0,17 343,94 1179,65 0,00 9483,59 

Efluente Inicial 0,56 0,36 23,65 0,03 1,15 20,98 5,59 0,14 865,51 

Efluente Salgado 0,81 0,83 385,53 0,15 0,84 365,29 1061,56 0,33 7408,85 

Controle 0,16 0,16 348,31 0,03 0,24 350,90 1127,47 0,00 9496,52 

Tratamento 10% 0,18 0,22 359,27 0,04 0,46 367,09 1144,70 0,09 8959,25 

Tratamento 30% 0,23 0,12 365,78 0,08 0,22 366,15 1126,78 0,07 8701,58 

Tratamento 50% 0,79 0,29 388,78 0,03 0,26 392,74 1098,01 0,10 9137,69 

Água da 

recuperação 0,29 0,06 391,72 0,03 0,25 375,47 1269,42 0,02 9103,40 

Controle Rec. 0,42 0,31 356,00 0,03 0,27 340,34 1140,06 0,01 8888,28 

Teste 50% Rec. 0,54 0,29 374,65 0,06 0,49 356,88 1095,43 0,13 8329,17 

Controle recup. 0,42 0,08 353,12 0,02 0,24 337,60 1129,54 0,01 8733,59 

Tratamento 50% 

recuperado 0,67 0,13 359,40 0,08 0,34 343,06 1158,50 0,01 8982,15 

 

A tabela 5 demonstra as concentrações de elementos traço presente nos corpos nos 

exemplares de H. reidi (com exceção das brânquias e fígado) analisados após o 
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término do experimento. Não foi encontrado um acúmulo significativo desses metais 

nos organismos dos peixes expostos às diferentes concentrações de efluente.  

 

Tabela 5. Níveis de bioacumulação de metais traço (ppm)  presentes em exemplares 

de Hippocampus reidi expostos a três concentrações de efluente setorial de uma 

fábrica de processo de celulose: 10, 30 e 50%, e mais o grupo controle (sem 

efluente), durante 96hs. Além do grupo exposto a recuperação de 96 horas após 

exposição na concentração de 50% de efluente, acompanhado do seu grupo 

controle. n=8 para cada tratamento. 

 

  

Elementos 

Tratamentos 

Controle Conc. 10% Conc. 30% Conc. 50% Rec. Cont. Rec. Exp. 

Alumínio 
60,40 ± 

42,16 

62,71 ± 

27,66 

39,83 ± 

18,61 

43,27 ± 

14,23 

25,95 ± 

9,29 

73,54 ± 

8,59 

Bário 
11,60 ± 

2,51 

13,86± 

48,56 

11,08 ± 

3,70 

19,77 ± 

15,56 
6,06 ± 0,67 9,04 ± 1,98 

Cálcio 
84905,87 ± 

11824,88 

101815,27± 

22329,34 

92155,58 ± 

26611,30 

90009,76 ± 

12871,34 

75411,81 ± 

28062,84 

105193,0 ± 

32728,04 

Cobre 7,98 ± 5,13 
13,50 ± 

9,42 

13,54 ± 

10,43 

24,52 ± 

20,02 
5,10 ± 2,33 

13,06 ± 

3,43 

Ferro 
60,34 ± 

23,06 

79,67 ± 

19,47 

65,15 ± 

21,24 

70,76 ± 

15,02 

43,04 ± 

18,09 

78,96 ± 

11,41 

Magnésio 
2659,75 ± 

530,69 

3072,71 ± 

679,03 

3069,65 ± 

931,29 

2914,73 ± 

558,83 

1927,59 ± 

679,78 

3118,22 ± 

648,95 

Manganês 
25,53 ± 

2,22 

41,97 ± 

15,52 

28,24 ± 

8,26 

28,71 ± 

4,43 

22,75 ± 

8,38 

30,68 ± 

7,59 

Potássio 0,65 ± 0,13 0,64 ± 0,13 0,72 ± 0,20 0,63 ± 0,13 0,59 ± 0,21 0,52 ± 0,05 

Sódio 
15243,32 ± 

2281,33 

16655,84 ± 

3475,62 

16996,64 ± 

4467,92 

19235,78 ± 

3666,27 

11780,83 ± 

4113,63 

20815,11 ± 

3497,11 
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5. DISCUSSÃO 
 

5.1. Ensaio Do Micronúcleo 
 

Os micronúcleos (MN) são pequenos corpúsculos similares em estrutura ao núcleo, 

formados por fragmento cromossômico separados do núcleo principal e perdidos 

durante a fase de mitose celular. Este fato pode ocorrer de maneira natural caso 

ocorra falha no sistema de reparação da célula ou pode ocorrer devido à presença 

de compostos xenobióticos de origem orgânica ou inorgânica, que influenciam no 

aumento da formação de micronúcleo (Cavalcante et al.,2008). 

 

A avaliação genotóxica por meio do teste do micronúcleo nos exemplares de H. reidi 

apresentou um pequeno aumento apenas nos exemplares expostos na 

concentração mais elevada do efluente da fábrica de celulose em comparação ao 

grupo controle, muito embora essa quantidade de micronúcleos encontrada tenha 

sido baixa. Estes resultados indicam que apenas altas concentrações desse efluente 

são capazes de causar danos genotóxicos nos eritrócitos desses indivíduos. Rocha 

et al.,(2009), analisaram o potencial genotóxico em Oreochromis niloticus coletados 

em 5 pontos  do rio Tietê (São Paulo, Brasil), e verificaram um aumento significativo 

da frequência de micronúcleos, comparando com seu respectivo controle, 

principalmente nos animais coletados no ponto que recebe um maior lançamento de 

efluentes industrial e doméstico. 

 

Com relação a essa baixa incidência de micronúcleos observada nos exemplares de 

H. reidi expostos ao efluente da fábrica de celulose, Gravato et al (2002) também 

descreveu em seu trabalho essa baixa incidência de micronúcleos em eritrócitos de 

juvenis de  Dicentrarchus labrax expostos a uma concentração constante de um dos 

compostos existentes em um efluente de fábrica de celulose (Aveiro, Portugal), em 

diferentes tempos. Explicação esta que pode ser aplicada aos resultados obtidos no 

presente trabalho, em que as concentrações das diversas substâncias presentes no 

efluente setorial dessa fábrica de celulose nas três dosagens testadas (10, 30 e 

50%) não foram suficientes para causar danos genotóxicos mais pronunciados nos 

eritrócitos dos exemplares de H. reidi. Em contraste com os resultados obtidos no 

presente trabalho, exemplares de H. reidi apresentaram uma quantidade de 
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micronúcleos muito maior quando expostos por apenas 8hs ao óleo cru em testes 

realizados em nosso laboratório (dados ainda não publicados). O que nos leva a 

sugerir que o potencial genotóxico do petróleo é maior do que das substâncias 

presentes no efluente setorial da fábrica de celulose. 

 

Cavas et al.,(2005) descrevem que as espécies Carassius gibelio, Cyprinus carpio e 

Corydoras paleatus expostas a metais traço (Cu,Cr e Cd), pelos períodos de 14 e 21 

dias, apresentaram valores médios menores que um micronúcleo por lâmina, exceto 

em Cyprinus carpio. De forma que todas as espécies de peixes usadas neste estudo 

exibiram respostas similares, com exceção da espécie C. carpio que apresentou 

maior quantidade de micronúcleo ao ser exposto ao Cu. 

 

De acordo com Grisolia et al.,(2005), os exemplares de Oreochromis niloticus e 

Oreochromis rendalli coletados em uma lagoa artificial a qual recebe efluente com 

diferentes tratamentos de esgoto também apresentaram uma baixa taxa de 

micronúcleos. Segundo os autores, a ausência de alterações genotóxicas 

significativa pode indicar um risco genotóxico menor, porém sem descartar a 

ocorrência de alterações.  

 

O tempo de exposição pode ter sido outro fator que influenciou nestes resultados, 

visto que as células têm que realizar processos de divisão celular durante o tempo 

de exposição para que ocorra a presença de micronúcleos, já que estes são 

fragmentos cromossômicos separados do núcleo principal e que são perdidos 

durante a mitose, sendo considerados erros (clastogênicos e aneugênicos) 

presentes no ciclo celular de células eucariotas (Gustavino et al.,2005). Sendo 

assim, para a obtenção de mais células com micronúcleos seria necessária uma 

exposição prolongada variando entre um e dois meses de exposição 

 

5.2. Ensaio Cometa 
 

De acordo com diretrizes internacionais, o ensaio do cometa é um método de 

quantificação de danos no DNA bem validado que pode ser usado com 

confiabilidade elevada na avaliação de alguns organismos expostos a efluentes 

(Grazeffe et al.,2008). Este ensaio oferece vantagens consideráveis sobre os outros 
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métodos citogenéticos, por exemplo, os testes de identificação da presença de 

aberrações de cromossoma, da troca de cromátide irmã e até mesmo do teste do 

micronúcleo usados para a detecção de dano ao DNA, visto que no ensaio do 

cometa as células não precisam estar em fase mitótica ativa (Andrade et al.,2004). 

 

Poucos são os trabalhos que avaliaram o efeito de efluentes de fábrica de celulose 

sobre a incidência de danos no DNA de peixes. No entanto esta ferramenta na 

avaliação do potencial mutagênico deste efluente ambiental apresentou-se como 

sendo de excelente sensibilidade, visto que houve um aumento gradativo do ID 

conforme aumento das concentrações de efluente da fábrica de celulose em que os 

exemplares de H. reidi foram expostos em comparação ao grupo controle. Shumathi 

et al., (2001), utilizando Cyprinus carpio como bioindicador para cinco concentrações 

(0, 1, 2, 5 e 10%) de efluente de fábrica têxtil em diferentes tempos de exposição (3, 

9, 15, 21 e 28 dias)  descreve um aumento nos níveis de danos a medida que 

aumenta a concentração do efluente. 

 

Segundo Frenzilli et al.,(2008), o ensaio cometa pode demonstrar a toxicidade de 

diversos compostos unidos ou elementos distintos. E dessa forma demonstra sua 

efetividade como biomarcador para diversos efluentes, conforme testado em vários 

trabalhos em diferentes espécies de peixes, tais como na espécie O. niloticus 

exposta a concentrações gradativas de ácido domóico (Cavas e Konen, 2008), onde 

os resultados observados foram similares aos obtidos no presente trabalho. Estes 

resultados também foram obtidos para a mesma espécie alvo deste estudo, o H. 

reidi, exposto a três concentrações de óleo cru em estudos realizados pelo nosso 

laboratório (dados ainda não publicados). Vanzella et al.,(2007), também 

observaram aumento significativo no ID de exemplares de Prochilodus lineatus 

expostos a hidrocarbonetos leves por 96hs e 15 dias. De acordo com Lemos et 

al.,(2005) essa indução na quebra do DNA é favorecida quando ocorre um aumento 

gradativo de poluentes no meio, levando consequentemente a um aumento do nível 

de danos em concentrações mais elevadas. Simoniello et al.,(2009), referem que a 

interação de agentes genotóxicos com DNA podem contribuir para um nível do 

aumento de rupturas das bases nucléicas motivando o aumento de danos no DNA. 

Consequentemente, se não houver reparo do DNA poderá ocorrer efeitos em 

cascata resultando em alterações a níveis celulares e fisiológicos. 
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A intensidade de danos no DNA pode ser observada por meio da avaliação da 

quantidade de danos presentes em cada classe. Os indivíduos de H. reidi expostos 

nas concentrações mais elevadas do efluente da fábrica de celulose (30 e 50%) 

apresentaram uma quantidade maior de danos na classe mais alta (3), quando 

comparadas aos animais do grupo controle e aos expostos na concentração de 

10%. Sendo as classe 0 e 1 predominantes nestes grupos respectivamente. Zhu et 

al.,(2004) ao induzir Cyprinus carpio a diferentes concentrações de cobre, cromo e 

cádmio e diferentes tempos (0, 10, 20, 30 e 40 Dias) foi observado um aumento 

significativo até a metade do tempo exposto após este período foi constante o 

numero de danos no material nuclear encontrados.  

 

A avaliação da recuperação de animais após exposição a efluentes é fundamental 

para saber o grau de dano sofrido no organismo e suas consequências. Quando a 

recuperação é mais rápida indica danos leves ocorridos e que o organismo foi capaz 

de se defender com descrito por Amado et al.,(2006). No entanto quando há lentidão 

na recuperação indica que esse organismo foi seriamente afetado, podendo ter 

atingido não apenas os níveis mais baixos da organização biológica (molecular e 

bioquímico), mas também os níveis fisiológicos.  

 

No presente trabalho, os exemplares de H. reidi apresentaram uma excelente 

recuperação após exposição à concentração de 50% por 96hs, visto que os 

resultados obtidos para estes indivíduos, tanto com relação ao ID quanto em relação 

aos níveis de classes de danos, foram significativamente menores quando 

comparados aos animais expostos a essa mesma concentração, embora esses 

resultados ainda tenham sido elevados quando comparados ao seu respectivo grupo 

controle. Estes resultados sugerem que o tempo de 96 h ainda não foi o suficiente 

para que todo o dano no DNA causado pelo efluente da fábrica de celulose tenha 

sido reparado na espécie H. reidi. De acordo com Grazeffe et al.,(2008), o aumento 

da concentração de efluente induz a ocorrência de mais danos no material genético, 

fazendo com que o sistema de reparo da célula seja induzido a fazer reparos. 

Contudo ao retirarmos o efluente é esperado que o nível de recuperação seja 

acelerado. Hook e Lee (2004) ao exporam camarões, Palaemonetes pugio, a benzo-

a-pireno e ao cromo, descreve um forte dano gradativo no DNA, no entanto, ao 
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repetir as análises 7 dias depois, sem contato com o efluente, observou uma 

diminuição do nível de dano. 

 

5.3. Atividades Enzimáticas 
 

O fígado é um órgão que executa várias funções associadas com o metabolismo de 

xenobióticos em peixes. A Glutationa S-transferase (GST) é um grupo de enzimas 

que catalisa a conjugação da glutationa reduzida (GSH) com uma variedade de 

metabólicos, e está envolvida na desintoxicação de reativos e radicais de oxigênio 

(Langiano e Martinez, 2008). 

 

Vanzella et al.,(2007) relatam que a degradação do material genético pode estar 

correlacionada com a atividade enzimática da GST, dependendo do grau do efluente 

a qual a espécie teste é relacionada. No atual trabalho, a atividade enzimática da 

GST não demonstrou variação quando os animais mantiveram-se em contato com 

efluente de fábrica de celulose nas três concentrações testadas no tempo de 96hs. 

Camargo e Martinez (2006) sugerem que a não observação de um aumento 

significativo na atividade dessa enzima em animais expostos a efluentes pode ser 

ocasionado pelo curto tempo de exposição e à baixa atividade de compostos 

exógenos. Esta explicação também pode ser sugerida para os resultados obtidos 

neste trabalho. Provavelmente a exposição a um período maior provocasse ativação 

dessas enzimas, ou o fato foi devido à composição do efluente, que assim como nos 

resultados do micronúcleo, o conjunto de substâncias presentes no efluente não 

possuem um efeito agressivo às células em 96h de exposição. Esses dados são 

corroborados com a observação feita por Schreck et al.,(2009) na qual a atividade 

enzimática da GST pode não apresentar alterações relevantes quando os animais 

foram expostos a efluente de origem orgânica. 

 

No entanto Amado et al.,(2006), relataram que atividade enzimática da GST em 

Paralichthys orbgnyanus declina em contato com xenobiótico de origem orgânica 

quando o mesmo é presente no ambiente. Porém é esperado que ocorra a elevação 

da atividade da GST, visto que essa enzima está associada aos mecanismos de 

desintoxicação do organismo quando em presença de outros xenobióticos no 

ambiente. Teles et al.,(2005) e Filipak Neto et al.,(2007) ressalvam o aumento da 
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atividade enzimática em Sparus aurata exposta a 17 hs ao estradiol combinado a 4-

nonylphenol e em Hoplias malabaricus quando expostas a uma mistura complexa de 

halogenados lipofílicos, por 48 horas respectivamente. Na realidade, a integração de 

xenobióticos na biota aquática pode afetar o funcionamento de grupos de enzimas 

detoxificadoras como a GST que é uma enzima de catalização conjugada com 

vários componentes eletrolíticos como a glutationa reduzida (Almeida et al.,2005).  

 

Ao mesmo tempo em que os exemplares de H. reidi expostos ao efluente de uma 

fábrica de celulose não apresentaram alterações significativas na atividade da 

enzima GST, o grupo exposto à recuperação apresentou aumento na atividade 

dessa enzima quando comparado com o respectivo grupo controle. Se fossem 

observados apenas estes valores, poderia ser dito que o tempo de 96 h foi curto 

para que a atividade retornasse aos valores basais, porém estes valores 

encontrados não diferem do grupo exposto à 50% e seu respectivo grupo controle. 

Simonato et al.,(2006) avaliaram a atividade enzimática da GST em  P. lineatus 

expostos por 24h, 48h, 96h e 15 dias a fração solúvel de óleo diesel e observou-se 

que apenas com 15 dias de exposição a atividade enzimática se apresentou 

diferente significativamente ao seu controle, demonstrando assim que esta enzima 

pode ser usada como um biomarcador de longo prazo. 

 

Almeida et al.,(2005) e Winkaler et al.,(2007) descrevem a catalase como uma 

enzima antioxidante que interage com fluxo de oxigênio reativo em O2
-, H2O2 e OH-, 

com princípio de retirar radicais livres que são evidenciados pela presença de 

elementos exógenos nos indivíduos. No atual trabalho, a atividade enzimática da 

CAT analisada em H. reidi expostos ao efluente de fábrica de celulose também não 

demonstrou alterações significativas entre os tratamentos, assim como na enzima 

GST, provavelmente devido ao curto tempo de exposição dos animais e ao conjunto 

de substâncias presentes neste efluente. De acordo com Pinho et al.,(2005), a 

atividade enzimática da GST e CAT são alteradas pela indução de compostos 

oxidativos presentes no ambiente, no entanto, é passível de não ocorrer a interação 

destes compostos no ambiente com os animais estudados. Camargo e Martinez 

(2006) ressaltam ainda que diversos compostos não provoquem alterações 

significativas em peixes se comparados com seus controles na atividade enzimática 
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da catalase em peixes quando é exposta a PAHs, a PCBs e também a efluente de 

fábrica de celulose. 

 

Alvarez-Munoz et al.,(2009), descrevem que a atividade enzimática da catalase pode 

ser amplificada quando o animal está em um processo de biotransformação e em 

contato com poluentes que apresentam alto valor de toxidade. Segundo Avilez et 

al.,(2008), algumas espécies de peixes apresentam alteração na expressão 

enzimática apenas quando há um estresse oxidativo nas células, do contrário não 

ocorrerá esse aumento na atividade da enzima. Os dados obtidos no presente 

trabalho com relação às alterações enzimáticas da GST e CAT nos leva a sugerir 

que o efluente dessa fábrica setorial de processamento de celulose possui um baixo 

poder oxidativo sobre as células da espécie H. reidi. Diante disso, o uso das 

enzimas GST e CAT como biomarcadores de contaminação por efluente de uma 

fábrica de celulose em H. reidi não se mostram efetivas neste tipo de efluente na 

espécie estudada. 

 

5.4. Análises Histológicas 
 

As alterações histopatológicas observadas em brânquias dos peixes são 

reconhecidas como um método rápido e válido para determinar os danos causados 

pela exposição de poluentes diferentes aos peixes (Biagini et al.,2009). Segundo 

Camargo e Martinez (2007), essas alterações podem ser de vários tipos, como 

elevação do epitélio, hiperplasia e hipertrofia de células epiteliais, além da fusão 

parcial de algumas lamelas secundárias. Sendo a presença dessas alterações 

exemplos de mecanismos de defesa, visto que, no geral, resultam em um aumento 

da distância entre o meio externo e o sangue, servindo portanto, como uma barreira 

contra a entrada de efluentes. 

 

Para todos os grupos, os valores obtidos não demonstraram danos significantes, 

não caracterizando risco a sobrevivência dos indivíduos, apresentando se 

reversíveis, apesar disso, os indivíduos que apresentam essas alterações se tornam 

mais vulneráveis em situações como a necessidade de fuga ou de captura de 

alimento, por apresentarem uma redução na capacidade de oxigenação sanguínea. 
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Os resultados obtidos no atual trabalho com a exposição de H. reidi ao efluente 

setorial de fábrica de celulose, mostram que esse efluente não provocou toxicidade 

suficiente capaz de modificar o epitélio branquial de forma irreversível no prazo de 

96 h, como demonstrado pelo índice de alteração celular. De acordo com Cengiz e 

Unlu (2006), os níveis de alterações branquiais variam de acordo com o efluente 

utilizado e o prazo de exposição. Costa et al.,(2009), averiguou impactos causados 

pela presença de metais traço em sedimentos em uma região de estuários (Lisboa, 

Portugal), e também não observou alterações significativas ao analisar as brânquias 

de Solea senegalensis em dois tempos de exposição 14 e 28 dias, período este 

maior do que o realizado neste trabalho. As lamelas desses exemplares 

apresentaram apenas um elevado número de hipertrofias, que segundo o os 

autores, foi causada pela elevada atividade metabólica da espécie. Garcia-Santos et 

al.,(2007) descrevem que dilatações capilares ocorrem devido ao aumento do fluxo 

sanguíneo nas lamelas podendo conduzir a ruptura das células epiteliais induzindo 

ao aparecimento de aneurismas lamelares. A presença de dilatação capilar de H. 

reidi não expostos ao efluente não se caracteriza como dano uma vez que o 

comprimento do capilar não se alterou se comparados com os demais tratamentos. 

 

Kumari et al.,(2009) analisaram exemplares de Rita rita coletados no rio Ganges, em 

Varanasi (Índia), e observaram apenas alterações nas células mucosas e nas 

células pilares, por provavelmente elevarem o funcionamento das mesmas, o que 

leva a uma produção  maior da quantidade de muco e dessa forma funciona como 

um mecanismo de defesa, porque diminuem a área de superfície vulnerável da 

brânquia e/ou aumentam a barreira de difusão ao poluente. Simonato et al.,(2006), 

em estudo envolvendo a exposição de peixes da espécie P. lineatus à fração solúvel 

do óleo diesel, constataram a ocorrência de alterações histopatológicas como o 

descolamento epitelial, que foi considerado como uma alteração com fim adaptativo, 

pois visava proteger o organismo da entrada de agentes xenobióticos.  

 

Rombough (2007) descreve a hipótese que mesmo apresentando contato direto com 

o meio externo, as brânquias apresentam proteção maior do opérculo, variando em 

fases de vida dos indivíduos e espécie. Característica essa bem evidente na 

morfologia de H. reidi que além da proteção do opérculo apresenta uma pequena 

membrana que diminui o contato com substância xenobióticas na água. Diante 
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dessas observações, o efluente de fábrica de celulose não demonstrou ser um 

efluente que provoque alterações histopatológicas em brânquias de H. reidi no prazo 

de 96hs e nas condições do ensaio. 

 

5.5. Bioacumulação De Metal Traço 
 

Pequenas quantidades de metais ocorrem de forma natural no ambiente aquático, 

contudo a atividade industrial, com o lançamento de efluentes, tem elevado essas 

concentrações (Carvalho et al.,2000), podendo acarretar bioacumulação nos 

organismos dos diversos níveis tróficos e gerar alterações genotóxicas e 

mutagênicas e enzimáticas (Adhikari et al.,2008). 

 

Jesus et al.,(2004) descrevem que a região da grande Vitória (Espírito Santo) 

apresenta uma formação geomorfológica com metais traço de Na, Ca, Mg, K, Cu, 

Mn Zn, Pb, óxidos hidratados de Fe e Mn com associações de Al e Fe. 

Caracterizando assim os elementos que possivelmente são encontrados adsorvidos 

na água. De acordo com Adhikari et al.,(2008), a disposição de cada elemento 

químico lançado em um corpo hídrico se apresenta de maneira variada. Assim como 

os níveis de elementos traços como Cr e Cu encontrados no tecido muscular e nas 

brânquias de Labeo rohita, Catla catla, Cirrhinus mrigala, Oreochromis 

mossambicus, e Cyprinus carpio em uma lagoa que recebe despejo de esgoto em 

Kolkata, Índia. Virga et al.,(2007) ponderam que a baixa concentração de metais 

acumulados em tecidos de siris azuis (Callinectes sp.) está relacionado a fatores 

fisiológicos, além da maneira como esses animais eliminam e estocam determinados 

efluentes.  

 

A bioacumulação de metais traço em exemplares de H. reidi expostos ao efluente 

setorial não tratado de fábrica de celulose não foi significativa nos exemplares 

expostos aos três tratamentos, característica essa que não apresentou relevância 

para acumulação provavelmente devido ao curto tempo ao qual os indivíduos foram 

expostos. De acordo com Burger et al.,(2002), a acumulação de diversos metais 

traço em peixes ocorre de maneira gradativa e lenta por fatores bióticos como 

hábitos alimentares, idade dos indivíduos e tempo de contato com o poluente. Li et 

al.,(2009) relataram em seu trabalho que o aumento da bioacumulação de metais 
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em tecidos de Onchidium struma coletados na região estuarina de Yangtze, China 

está ligada a dois fatores determinantes temperaturas mais elevadas sendo 

somadas ao longo prazo de exposição aos elementos uma vez que a exposição a 

vários metais traço por pouco tempo não representaria a bioacumulação total dos 

elementos. 

 

Outro fator a ser levado em consideração para este trabalho é que estas análises de 

bioacumulação realizadas no corpo dos exemplares de peixes não constavam com 

as brânquias e principalmente o fígado, órgão de contato inicial direto com o 

poluente em questão e órgão responsável pela detoxificação do organismo, 

respectivamente, uma vez que estes foram utilizados para outras análises. Muito 

provavelmente estes seriam os primeiros órgãos a bioacumularem os metais. Para 

que houvesse uma bioacumulação nos demais órgãos haveria a necessidade de 

uma exposição a um período mais longo. Assim como é descrito por Martins e 

Bianchini (2008) em alevinos de Trachinotus marginatus expostos a diferentes 

concentrações de sulfato de cobre por 96 horas. 

 

Segundo Khan (2009), o lançamento de efluente de fábrica de celulose causa 

impacto direto a biota aquática e em especial na saúde de algumas espécies de 

peixes. Algumas espécies de peixes que vivem em regiões que recebem efluente de 

fábrica de celulose apresentam uma predominância elevada de lesões epidérmicas; 

um aumento de índices de alterações hepáticas, modificações na maturação das 

gônadas, uma variedade de lesões nas brânquias e rins comparados com amostras 

dos locais da referência sem influência de efluente (Khan e Hooper, 2000; Landman 

et al.,2008). Essa variedade de respostas foi observada em peixes que vivem em 

locais que recebem esse tipo de efluente, ou seja, a exposição por longos períodos 

de tempo permite que sejam observados danos mais pronunciados/evidentes. O 

tempo de exposição em que os exemplares de H. reidi foi curto para que os 

componentes presentes no efluente setorial da fábrica de celulose utilizado neste 

trabalho provocassem alterações mais significativas com relação aos biomarcadores 

testados, com exceção dos danos no DNA, observados pelo ensaio cometa. 

 

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, conclui-se que os danos no DNA, 

descrito pelo ensaio cometa, mostrou ser significativamente sensível, ao demonstrar 
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os níveis de danos e a recuperação dos exemplares de Hippocampus reidi expostos 

ao efluente em questão. O teste do micronúcleo, mesmo não se mostrando tão 

positivo quanto o ensaio cometa, pode ser usado como biomarcador para 

exposições em altas concentrações, ou então expor os animais por um prazo mais 

longo. Também demonstrou que pode ser utilizado como biomarcador em 

experimentos de recuperação. As atividades enzimáticas da GST e CAT não 

apresentaram relevância quando medidas em exemplares de Hippocampus reidi 

expostas ao efluente setorial de fábrica de celulose, precisando ser reavaliadas se 

houver o intuito de usá-las como biomarcadoras para a espécie em questão e para 

este tipo do efluente, aumentando talvez o tempo de exposição, assim como 

proposto para o micronúcleo, ou então investigando outras enzimas. Em relação à 

bioacumulação de metais traço, mais uma vez o curto tempo de exposição não foi 

suficiente para demonstrar a bioacumulação, e os órgãos a serem avaliados devem 

ser mais direcionados às brânquias e ao fígado. 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS DA DISSERTAÇÃO 

 

• A utilização de biomarcadores de resposta rápida é favorável para demonstrar 

alterações ambientais causadas por xenobióticos complexos.  

• O efluente setorial não tratado de fábrica de celulose não apresenta grande 

toxidade para esta espécie marinha avaliada em 96hs de exposição. 

• E o ensaio cometa é o mais indicado como biomarcador de contaminação 

para este efluente. 
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