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RESUMO 

O rio Guandu é responsável pelo fornecimento de água potável para mais de 10 milhões de pessoas da região metropolitana do Rio de Janei-
ro. Entretanto, diversos estudos têm demonstrado que esse rio apresenta elevados níveis de contaminação por substâncias que podem causar 
mutações e câncer. Portanto, é de extrema importância que providências sejam tomadas para melhorar a qualidade da água dessa bacia hidro-
gráfi ca. O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial do uso da enzima etoxiresorufi na O-desetilase (EROD) hepática de tilápias (Oreochro-
mis niloticus) como biomarcadora no monitoramento da qualidade da água do rio Guandu. A atividade da enzima foi determinada através de 
fl uorimetria em frações microssomais e pós-mitocondriais de tilápias capturadas no rio Guandu e em dois sítios controles. Nossos resultados 
mostraram que a EROD hepática de tilápias capturadas no rio Guandu apresentou atividade 700% maior do que daquelas capturadas nos sí-
tios controles. Esta elevada atividade da EROD nos fígados das tilápias do rio Guandu indica grande indução da subfamília de CYP1A. Di-
versos autores têm demonstrado que a indução desta isoforma de citocromo P-450 está associada à presença dos contaminantes bifenilas po-
licloradas (PCB)  e dioxinas, que apresentam atividade cancerígena. Frente a estes resultados, não recomendamos o consumo de peixes 
capturados no rio Guandu, e sugerimos que outras pesquisas sejam feitas para que a origem destes contaminantes ambientais seja esclarecida.
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INTRODUÇÃO

 O rio Guandu é responsável pelo for-
necimento de 80% da água potável consumi-
da pela população da região metropolitana do 
Rio de Janeiro, suprindo cerca de 10 milhões 
de habitantes. Cerca de 60% da água deste rio 

adquirida a partir da transposição do rio Paraí-
ba do Sul. Esta transposição foi projetada para 
a produção de energia elétrica, mas hoje é de 
vital importância para o suprimento de água 
para a região metropolitana do Rio de Janeiro. 
A água transposta do rio Paraíba do Sul, além 
de manter constante a vazão do rio Guandu,
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ABSTRACT 

Guandu River is responsible for providing drinking water for more than 10 million people from Rio de Janeiro metropolitan region. However, 
several studies have shown that this river presents high levels of substances which may cause mutations and cancer.        Therefore, it is extremely 
important measurements be taken to improve this watershed water quality. This study aimed evaluating the potential use of ethoxyresorufi n O-
deethylase (EROD) hepatic enzyme from tilapia (Oreochromis niloticus) as a biomarker for monitoring the Guandu River water quality. Enzyme 
activity was determined by fl uorescence method in tilapias microsomal and post-mitochondrial fractions captured in the Guandu River and com-
pared to two control sites. Our results showed that EROD activity was 700% higher in the Guandu River tilapias than those ones at control sites. 
This high EROD activity in tilapia livers from the Guandu River indicates large induction of CYP1A subfamily. Several authors have demonstrated 
that cytochrome P-450 isoform induction is associated to contaminants PCBs and dioxins presence, what present carcinogenic activities. Based on 
these results, we do not recommend fi sh consumption caught in the Guandu River and suggest further research must be done so these environmental 
contaminants origin could be clarifi ed.
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serve também para diluir a poluição que este rio 
recebe de seus efl uentes originados dos municí-
pios de Paracambi, Queimados, Nova Iguaçu, 
Japeri e Seropédica, permitindo assim o trata-
mento da água pela Estação de Tratamento de 
Água do Guandu (ETA-GUANDU) (Massena, 
2007). 
 Apesar da vital importância do rio 
Guandu, ao longo das últimas décadas a sua 
bacia tem sofrido grande contaminação por es-
gotos químicos tóxicos provenientes das cida-
des e das diversas indústrias presentes no seu 
entorno. Esta excessiva poluição já motivou, 
inclusive, a interrupção da capitação da água do 
rio Guandu pela ETA-GUANDU (Parente et al., 
2004), a maior do ramo no mundo.   
 Além da poluição recebida de seus tri-
butários naturais, com já mencionado, o rio 
Guandu recebe as águas já poluídas obtidas por 
meio da transposição do rio Paraíba do Sul. A 
bacia deste rio tem origem no estado de São 
Paulo e recebe esgotos domésticos e industriais 
desta região altamente industrializada do Vale 
do Paraíba, tanto do estado de São Paulo, quan-
to do estado do Rio de Janeiro (Molisani, et al., 
2006; Torres et al., 2003).
 No presente estudo foi avaliado o poten-
cial do uso da enzima etoxiresorufi na O-deseti-
lase (EROD) hepática de tilápias (Oreochromis 
niloticus) como biomarcadora no monitoramen-
to da qualidade da água do rio Guandu.
 As isoformas de citocromo P-450 da 
subfamília 1A (CYP1A) são expressas prin-
cipalmente em fígado e são responsáveis pela 
ativação de muitos compostos cancerígenos e 
genotóxicos. Além disso, alguns trabalhos têm 
reportado que enzimas desta subfamília são in-
duzidas por diversos ligantes de receptores de 
aril hidrocarbonetos (AhR), como dibenzo-p-
dioxinas policloradas (PCDD), bifenilas poli-
cloradas (PCB), hidrocarbonetos policíclicos 
aromáticos (HPA) e pesticidas organoclorados 
(Hahn, 2002; Oost et al., 2003). Portanto, signi-
fi cativos incrementos na expressão destas enzi-
mas podem indicar a exposição de bioindicado-
res a seus agentes indutores. 
 No presente trabalho optamos em ava-

liar os níveis de atividade da etoxireso-
rufi na O-desetilase (EROD) - uma iso-
forma da subfamília P-450 1A, de 
fígado de tilápia, como biomarcadora no moni-
toramento da qualidade da água do rio Guandu. 
 A enzima EROD, presente tanto em 
vertebrados quanto em invertebrados, trans-
forma compostos lipofílicos em compostos 
mais hidrofílicos, auxiliando sua excreção. 
Porém, muitos metabólitos formados durante 
esse processo são extremamente reativos, po-
dendo ser genotóxicos e causar sérios danos 
ao DNA e, em casos extremos, podem iniciar 
e promover a carcinogênese. Após a contami-
nação do ambiente por xenobióticos, os níveis 
de EROD se elevam, sendo esta a base para o 
uso desta enzima como biomarcadora dos efei-
tos da contaminação de habitats aquáticos por 
poluentes orgânicos (Cajaraville et al., 2000).
 A utilização da enzima EROD como 
biomarcador é uma das mais bem estuda-
das, além de ser considerada extremamen-
te efi caz na detecção de efeitos de compostos 
poluentes em peixes (Pacheco et al., 2005). 
A tilápia  é uma espécie de peixe originada 
das bacias de rios africanos e foi introduzida 
em vários pontos da América do Sul (fi gura 1).

Figura 1 – Tilápia (Oreochromis niloticus); Família: Ci-
chlidae; Subfamília: Pseudocrenilabrinae; 

Ordem: Perciformes.
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 Esta espécie foi introduzida na maioria 
das regiões brasileiras e é muito utilizada por 
pescadores e piscicultores (Graça, 2007). Ali-
menta-se, preferencialmente, de larvas de in-
setos e detritos (Beyruth et al., 2004). Embora 
exótica, ela representa hoje o maior número de 
peixes pescados na bacia do rio Guandu. Sendo 
assim, escolhemos trabalhar com esta espécie, 
primeiramente por ser muito estudada, e tam-
bém por ser facilmente encontrada na bacia do 
rio Guandu. Finalmente, entendemos que, por 
ser exótica, a captura de espécimes de tilápias 
do rio Guandu não prejudica a biodiversidade 
deste ecossistema.
 Este trabalho teve como objetivo avaliar 
o potencial do uso da enzima etoxiresorufi na 
O-desetilase (EROD) hepática de tilápias como 
biomarcadora no monitoramento da qualidade 
da água do rio Guandu.

MATERIAL E MÉTODOS:

Animais

 Os animais do grupo controle foram 
obtidos ainda vivos, junto a pescadores de dois 
distintos locais: da represa Ribeirão das Lajes, 
principal tributário natural do rio Guandu, e de 
uma piscicultura comercial de Taubaté-SP. Os 
animais do rio Guandu foram obtidos ainda vi-
vos, junto a pescadores, próximo à estação de 
tratamento de água da CEDAE (ETA–GUAN-
DU).
 Estes animais foram medidos e submeti-
dos a eutanásia por ruptura da coluna vertebral. 
Os fígados foram coletados e armazenados em 
nitrogênio líquido. As coletas foram realizadas 
no inverno e no verão.

Preparo de frações pós-mitocondriais (FPM) e 

microssomais

 
 Para o preparo de FPM os fígados foram 
descongelados, pesados e homogeneizados em 
homogeneizador do tipo Potter-Elvejhem te-
fl on/vidro, numa proporção de 1,0 g de fígado 
para 4,0 mL de solução tampão gelada (fosfato 

de potássio 0,1 M, pH 7,0, contendo 0,25 M de 
sacarose). Os homogeneizados hepáticos foram 
então centrifugados a 9.000 x g por 30 min a 
4 ºC. Alíquotas do sobrenadante (FPM) foram 
congeladas em nitrogênio líquido até o uso. O 
restante das FPM foram usadas para o preparo 
de microssomas. Estas frações foram centrifu-
gadas em ultracentrífuga Hitachi, a 100.000 x g 
por 60 min a 4ºC. Os sedimentos obtidos foram 
ressuspensos no mesmo tampão de homoge-
neização (1,0 mL de tampão/grama de tecido), 
re-homogeneizados manualmente em Potter e, 
fi nalmente, congelados em nitrogênio líquido. 

Determinação das concentrações protéicas

 As concentrações de proteínas dos mi-
crossomas e das FPM foram determinadas con-
forme o método de Peterson (1977).

Determinação da atividade da 7-etoxiresorufi -

na O-desetilase (EROD)

 A atividade da EROD foi determinada 
basicamente conforme descrito por Burke et al. 
(1985), com pequenas modifi cações. 
 Em cubeta de quartzo, posicionada den-
tro do espectrofl uorímetro (com temperatura 
controlada a 37°C por um banho-maria com 
circulação de água), foram pipetados o tam-
pão fosfato de potássio 0,1M pH 7,8 (q.s.p. 2,0 
mL), 10 μL de cloreto de magnésio (MgCl2) 1,0 

M em água destilada (5 mM fi nal), 10 μL de  

7-etoxiresorufi na 1,0 mM em dimetilsulfóxido 

(DMSO) da Merck (5,0 μM fi nal) e microssoma 

hepático ou FPM. Após 3 min de pré-incubação 

para ajuste da temperatura, a reação foi dispa-

rada com a adição de 20 μL de nicotinamida 

adenina nucleotídeo fosfato - forma reduzida 

(NADPH) 25 mM em água (0,25 mM fi nal). A 

velocidade da reação foi determinada pelo au-

mento da fl uorescência devido ao acúmulo de 

resorufi na. A fl uorescência foi analisada conti-

nuamente por 90 segundos em um espectrofl u-

orímetro com excitação a 550 nm e emissão a 

582 nm, com fendas 1/1.
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Curva padrão de resorufi na

 Inicialmente preparamos uma solução 
de resorufi na 0,1 mM em água destilada. Esta 
solução foi então diluída em água até alcan-
çar 1,0 µM e 0,1 µM. Adicionamos em tubos 
eppendorfs o tampão fosfato de potássio 0,1 M  
pH 7,8 (q.s.p. 2,0 mL) e a resorufi na (de 2,5 a 80 
pmol), e procedemos a leitura no espectrofl uorí-
metro com excitação a 550 nm e emissão a 582 
nm, com fendas 1/1.

Estatística empregada

 Os testes estatísticos foram realizados 
com o emprego do Software livre Bioestat 5.0. 
Primeiramente foi realizada a análise de variân-
cia através do teste de Kruskal-Wallis, já que as 
amostras não são paramétricas, em seguida foi 
realizado o teste de Mann-Whitney para amos-
tras independentes, já que o número de indiví-
duos é diferente. Para comparar os grupos de 
fração microssomal e FPM foi realizada a esta-
tística descritiva para dados quantitativos.

RESULTADOS

 Com intuito de analisarmos a atividade 
da enzima EROD, fi zemos uma curva padrão 
de resorufi na (fi gura 2), o produto desta enzima 
quando usamos como substrato a 7-etoxireso-
rufi na. Como observado, obtivemos uma curva 
com excelente linearidade até 80 pmols de reso-
rufi na.

Figura 2 – Análise da variação da fl uorescência versus a 
concentração de resorufi na usada. Excitação a 550 nm e 
emissão a 582 nm, a 37 ºC.

 Na fi gura 3 estão comparadas as ati-
vidades da EROD microssomal hepática de 
tilápias de sítios controle (C1 – inverno e C2 
– verão) com aquelas do rio Guandu (G1 – 
inverno e G2 – verão). Como pode ser clara-
mente observado, as tilápias do rio Guandu, 
de ambas as coletas apresentaram atividades 
bem maiores que aquelas dos sítios controles.
 A atividade específi ca média de EROD 
das tilápias do grupo C1, foi 6,99 ± 3,35 pmols.
min-1.mg-1, enquanto a atividade específi ca 
média desta mesma enzima nos animais co-
letados no rio Guandu (G1) foi 51,13 ± 45,30 
pmols de resorufi na.min-1.mg-1. Portanto 
esta última apresentou atividade de EROD 
700% maior que aquela do sítio controle 1.

Figura 3 – Atividade da EROD em fração microssomal 
hepática de tilápias. Coletadas em sítio controle (C1, Re-
presa Ribeirão das Lajes / setembro de 2011 - 8 animais 
contendo entre 22 a 25 cm e C2, piscicultura comercial 
em Taubaté-SP / março de 2012 – 8 animais contendo 
entre 21 a 26 cm) e no rio Guandu, próximo à captação de 
água da ETA - Guandu (G1 – 9 animais contendo entre 16 
e 19,5 cm coletados em agosto de 2011 e G2 – 7 animais 
contendo entre 16 a 25 cm coletados em março de 2012). 
O “boxplot” mostra a mediana (linha dentro da caixa), os 
quartis 75% e 25% (bordas superior e inferior da caixa) 
e os valores mínimo e máximo dos dados (extremidades 
da linha vertical). Os dados foram analisados pelo teste 
de Kruskal-Wallis e em seguida pelo teste U de Mann-
Whitney. Foram excluídos dois resultados do grupo G1 
(0,53 e 1,14 pmol de resorufi na.min-1.mg-1) e um resul-
tado do grupo G2 (1,36 pmol de resorufi na.min-1.mg-1), 
pois apresentaram valores menores que qualquer contro-
le, caracterizando outline (Biostatistical Analysis, 2007).
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 Este resultado foi comprovado quan-
do determinamos a atividade específi ca mé-
dia de EROD das tilápias do grupo C2, que 
foi 4,75 ± 1,82 pmols de resorufi na.min-1.
mg-1 e a atividade específi ca média desta 
mesma enzima nos animais coletados no rio 
Guandu (G2), que foi 30,64 ± 21,95 pmols 
de resorufi na.min-1.mg-1. Portanto esta últi-
ma também apresentou atividade de EROD 
700% maior que aquela do sítio controle 2.
 Ao realizar o teste estatístico encontra-
mos p < 0,05, confi rmando que obtivemos uma 
diferença signifi cativa entre as atividades de 
EROD microssomal hepática das tilápias dos gru-
pos controles e aquelas coletadas no rio Guandu.
 Visto que observamos grande varia-
bilidade individual na atividade de EROD em 
fração microssomal, mesmo no grupo controle, 
resolvemos analisar esta atividade também em 
FPM, também conhecida como fração S9.
 

Figura 4 - Atividade da EROD em frações microssomais 
(C2 e G2) e FPM (C2P e G2P) hepáticas de tilápias. Cole-
tadas em sítio controle (C2 / C2P, piscicultura comercial 
em Taubaté-SP – 8 animais contendo entre 21 a 26 cm) 
e no rio Guandu, próximo à captação de água da ETA - 
Guandu (G2 / G2P – 7 animais contendo entre 16 a 25 
cm), em março de 2012. O “boxplot” mostra a mediana 
(linha dentro da caixa), os quartis 75% e 25% (bordas su-
perior e inferior da caixa) e os valores mínimo e máximo 
dos dados (extremidades da linha vertical). Os dados fo-
ram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis e em seguida 
pelo teste U de Mann-Whitney. Foi excluído um resul-
tado do grupo G2 (1,36 pmol de resorufi na.min-1.mg-1)  
e um resultado do grupo G2P (0,61 pmol de resorufi na.
min-1.mg-1), pois apresentaram valores menores que 
qualquer controle, caracterizando outline (Biostatistical 
Analysis, 2007).
 

 A fi gura 4 apresenta resultados compa-
rativos entre as atividades de EROD determi-
nadas em microssomas e FPM. Como já era de 
se esperar, a atividade de EROD determinada 
em FPM mostrou-se cerca de 50% menor que 
aquela determinada em fração microssomal - 
uma fração mais enriquecida em enzimas de 
membrana.
 Ao realizar o teste estatístico encon-
tramos que p < 0,05, confi rmando a existência 
de uma diferença signifi cativa de atividade de 
EROD determinada em FPM entre o grupo con-
trole e o grupo de animais capturados no rio 
Guandu.
 Como pode ser observado na tabela 1, 
os desvios-padrão e os coefi cientes de variação 
obtidos através do teste de estatística descritiva 
foram bem menores para a atividade de EROD 
em FPM do que em fração microssomal. Estes 
resultados asseguram que a FPM é a melhor op-
ção para realizar a determinação da atividade da 
enzima EROD de fígado de tilápia, por fornecer 
um conjunto de dados mais homogêneos. Além 
disso, o seu preparo é muito mais simples de 
realizar do que o da fração microssomal.

Tabela 1 – Comparação de variabilidade da enzima 
EROD em frações microssomais (C2/G2) e FPM (C2P/

G2P) hepáticas de tilápia.

EROD Média 
Aritmética

Desvio 
Padrão

Coeficiente 
de Variação 
(%)

C2 4,74 1,82 38,41

G2 36,50 18,58 50,91

C2P 2,45 0,48 19,62

G2P 25,05 10,81 43,18
Resultados obtidos através do teste de estatística descriti-

va para dados quantitativos.

DISCUSSÃO

 O principal objetivo deste trabalho foi 
o desenvolvimento de bioensaios que possam 
ser empregados na avaliação da qualidade de 
corpos d’água através da utilização da enzima 
EROD de tilápias como biomarcadora de ex-
posição e efeitos subletais de poluentes. Neste 
sentido, realizamos uma comparação entre as 
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atividades enzimáticas das tilápias coletadas no 
rio Guandu, com aquelas coletadas em áreas su-
postamente livres de poluição (represa Ribeirão 
das Lajes e piscicultura comercial).
 Nossos resultados obtidos com a EROD 
demonstraram que houve uma indução signifi -
cativa na atividade desta enzima em fígado de 
tilápia capturadas no rio Guandu. Sendo esta 
atividade 700% maior nas tilápias capturadas 
no rio Guandu, do que aquela das tilápias pro-
venientes de sítios controles. 
 Estes resultados fornecem forte indício 
da exposição das tilápias do rio Guandu a conta-
minantes indutores de CYP1A, corroborando os 
estudos de Parente e colaboradores (Parente et 
al., 2004; Parente et al., 2008) que também as-
seguram que a bacia hidrográfi ca do rio Guandu 
está contaminada por substâncias químicas in-
dutoras de CYP1A. 
 Nossos resultados mostraram que o uso 
de FPM para a determinação da atividade de 
EROD hepática de tilápias é mais favorável do 
que o uso de microssomas. As FPM fornecem 
resultados mais homogêneos e são mais fáceis 
de preparar. Estes dados validam os resultados 
descritos por Parente e colaboradores (Parente 
et al., 2008) que também obtiveram resultados 
favoráveis com FPM.
 Dois afl uentes do rio Guandu passam 
pelo distrito industrial de Queimados (rio Po-
ços e rio Queimados), onde diversas indústrias 
se estabeleceram durante as  últimas décadas. 
Também está localizado neste distrito, próximo 
ao rio Queimados, um depósito de resíduos quí-
micos perigosos, uma mistura de hidrocarbone-
tos clorados que tem como base óleo de ascarel, 
usado como fl uido isolante para transforma-
dores elétricos. Infelizmente quando a utiliza-
ção deste óleo foi interrompida, o depósito foi 
abandonado com uma quantidade substancial 
de resíduos ambientalmente persistentes. Em 
condições inapropriadas de armazenamento, os 
recipientes foram corroídos e seu conteúdo va-
zou, contaminado solo e água (Pinto, 2001). 
 Baseados nestas informações, concor-
damos com Parente e colaboradores (Parente et 
al., 2008) que PCBs e dioxinas são os mais pro-

prováveis indutores de CYP1A presentes dentre 
os contaminantes do rio Guandu.
 Apesar de o rio Guandu receber gran-
des quantidades de resíduos industriais, o desá-
güe de esgoto doméstico parece ser a principal 
fonte de contaminação desta bacia hidrográfi -
ca (Parente et al., 2008). de esgoto doméstico 
parece ser a principal fonte de contaminação 
desta bacia hidrográfi ca (Parente et al., 2008). 
 Vale ressaltar que a tilápia provou ser 
uma boa espécie sentinela para realização do 
monitoramento de corpos d’água nas áreas 
metropolitanas do Brasil, por ser uma espécie 
muito resistente e possuir uma alta taxa de cres-
cimento. Esta espécie, originária da África, foi 
introduzida no Brasil a fi m de servir como fonte 
de proteína animal em reservatórios nas regi-
ões áridas e semi-áridas do nordeste do Brasil 
em 1970 (Bizerril & Primo, 2001). Entretanto a 
espécie se popularizou e passou a ser utilizada 
para cultura de peixes e tem se espalhado por 
todo país, está hoje entre os peixes de água doce 
mais consumidos nas regiões sul e sudeste do 
Brasil, onde além se serem criadas em fazen-
das, são também encontradas em reservatórios, 
rios, lagos e barragens (Parente et al., 2008).
A tilápia é uma das espécies mais interessantes 
para a realização de programas de monitoramen-
to ambiental no Brasil. Uma de suas vantagens é 
o fato de essa espécie ser amplamente utilizada 
em pisciculturas, sendo estes empreendimen-
tos contínuos fornecedores de grupos controles 
para a análise de mananciais hídricos supos-
tamente contaminados (Parente et al., 2008).

CONCLUSÕES
 
 Em conclusão, nossos dados demons-
tram que a EROD pode ser usada como excelente 
biomarcadora de contaminação de corpos hídri-
cos. Pois ela apresentou-se intensamente indu-
zida em fígado de tilápias no rio Guandu, quan-
do comparada com fígado de tilápias de sítios 
controles. O rio Guandu apresenta-se contami-
nado com indutores de CYP1A, provavelmente 
hidrocarbonetos policíclicos aromáticos. Con-
cluímos também que a FPM hepática de tilápia 
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é mais prática e segura que o microssoma para 
o monitoramento da qualidade de corpos hídri-
cos, usando-se a enzima EROD como biomar-
cadora. Finalmente, de posse destes resultados, 
não recomendamos o consumo de peixes cap-
turados no rio Guandu, e sugerimos que outras 
pesquisas sejam feitas para que a origem des-
tes contaminantes ambientais seja esclarecida.
pesquisas sejam feitas para que a origem destes 
contaminantes ambientais seja esclarecida.
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