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RESUMO

Os biomarcadores tém sido utilizados como ferramentas preventivas
na avaliagdo de riscos ambientais. O presente estudo teve como
objetivo caracterizar as transaminases alanina aminotransferase (ALT) e
aspartato aminotransferase  (AST) como biomarcadores de toxicidade
usando caranguejo semiterrestre  Cardisoma guanhumi. O cloranfenicol ,
um antibiético de usoilegal em aquiculturas no mundo, foi utilizado
como agente indutor.As transaminases ALT e AST da hemolinfa de dez
individuos foram quantificadas antes e  ap06s  tratamento com
cloranfenicol. Técnicas histoquimicas foram utilizadas para avaliacdo
histopatoldgica do hepatopancreas de C. guanhumi. Adicionalmente, foi feita
uma investigacdo de possiveis alteracdes do perfil das proteinas majoritarias
nahemolinfa de animais controle e tratados, através de eletroforese em gel
desnaturado de  poliacrilamida - SDS (SDS-PAGE). As analises
histopatologicas demonstraram que o tratamento com cloranfenicol na dosage
de 50 mg/Kg, promoveu danos no tecido hepatopancreatico, evidenciados pela
grande vacuolizacdo, aumento no diametro vacuolar e intensa atividade
secretora. Um aumento de 10 vezes e 5 vezes nos niveis hemolinfaticos
de ALT e AST, respectivamente, demonstra que o efeito téxico do
antibiético pode ser detectado pela quantificacdo dos niveis hemolinfaticos
de ALT e AST. A eletroforese de gel de poliacrilamida revelou uma alteracdo
no perfil das proteinas presentes na  hemolinfa, caracterizado
principalmente por reducdo nas bandas de 120 KDa e 15 KDa e aumento
na banda de 30 KDa. A validacdo das transaminases ALT e AST como
biomarcadores de toxicidae em C. guanhumi amplia as perspectivas da
utilizacdo desses biomarcadores para avaliacdo dos riscos ambientais de
outros antibiéticos similares, usados em aquicultura.

Palavras-chave: 1. Cloranfenicol. 2. Cardisoma guanhumi. 3. Transaminases. 4. ALT

e AST. 5. Biomarcadores.



ABSTRACT

Biomarkers have been used as preventive tools in environmental risk
assessment. The present study aims to characterize the alanine
aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) as biomarkers of
toxicity in the semi-terrestrial crab Cardisoma guanhumi. Chloramphenicol, an
illegal antibiotic, used worldwide in aguaculture was used as a toxicity inductor.
ALT and AST were quantified in hemolymph of ten individuals before and after
treatment with chloramphenicol. Histochemical techniques were used for
histopathological evaluation of the hepatopancreas of C. guanhumi. In addition,
an investigation was made in changes to major proteins in the hemolymph
control and treated animals using SDS-PAGE. Histopathological analysis
showed that treatment with 50 mglkg chloramphenicol at a dose of promoted
hepatopancreatic damage , evidenced by extensive vacuolization , increase of
vacuolar diameter and intense secretory activity. 10 times and 5 times in
hemolymphatic AST and ALT were observed, respectively, demonstrating that
toxic effect of the antibiotic can be detected by quantifying the hemolymphatic
levels of those enzymas. SDS-PAGE revealed a change in proteins profile of the
hemolymph, mainly characterized by reduction of 120 kDa and 15 kDa, as well
as increased 30 kDa.Validation ALT and AST as biomarkers for toxicity in C.
guanhumi broadens the perspectives of using those biomarkers for
environmental risk assessment on other similar antibiotics, used in aquaculture.

Palavras-chave: 1. Chloramphenicol 2. Cardisoma guanhumi. 3. Transaminases. 4.
ALT and AST. 5. Biomarkers.
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1. INTRODUCAO

O ambiente marinho, assim como as zonas costeiras e seus ecossistemas
associados tem sido alvos de preocupacdo internacional, pela importancia
global desses sistemas e suas riquezas bioldgicas, que oferecem
possibilidades para um desenvolvimento sustentavel. O Direito internacional
do ambiente marinho, contido nas disposicbes da Convencdo das Nacgbes
Unidas sobre o Direito do Mar (ONU, 1982) estabelece os direitos e 0s
deveres dos paises, relacionados a protecdo e ao desenvolvimento

sustentavel desses ambientes e seus recursos naturais (Filho et al,1992).

Neste contexto , surge a necessidade de novas abordagens de
gerenciamento e desenvolvimento marinho e costeiro nos planos mundial,
nacional, regional e sub-regional , com abordagens integradas, alicercadas
pela precaucdo e antecipacdo de riscos do uso e de atividades relacionadas
a estes sistemas. Elas incluem o gerenciamento integrado e desenvolvimento
sustentavel das zonas costeiras, inclusive zonas econdmicas exclusivas ;
Protecdo do meio ambiente marinho e Uso sustentavel; Conservagdo dos
recursos marinhos vivos de alto-mar ; Uso sustentavel e conservacdo dos
recursos marinhos vivos sob jurisdicdo nacional ; Andlise das incertezas
criticas para 0 manejo do meio ambiente marinho e a mudanca do clima;
Fortalecimento da cooperagdo e da coordenacdo no plano internacional ,
inclusive regional; e Desenvolvimento sustentavel das pequenas ilhas (Filho
et al, 1992).

Em relagdo a protecdo ao ambiente marinho, a Agenda 21 da Conferéncia
das Nagbes Unidas sobre o Meio Ambiente e Desenvolvimento de 1992
aponta que os maiores tensores que ameagam 0 ambiente marinho, dentre
eles , 0s esgotos ,nutrientes, compostos organicos sintéticos , sedimentos ,
lixo, metais, radionuclideos e hidrocarbonetos, sdo provenientes de diversas
atividades humanas, como ocupacdo desordenada, construgcdo de
infraestrutura costeira , cultivos de organismos vegetais e animais ,
desenvolvimento urbano, turismo, inddstria, transporte e atividades

maritimas.



Desta forma, faz-se necesséario: (i) adotar medidas de precaucgéo ,
monitoramento e reparacao, através do uso de instrumentos de avaliacao
de impactos ambientais, de tecnologias limpas, reciclagem, saneamento,
e manejo adequado de substancias perigosas, para as quais, algumas
acbes devem ser efetivadas, a exemplo da aplicagdo de critérios
preventivos, de precaucdo e de antecipacdo, de modo a evitar a
degradacdo do meio ambiente marinho e reduzir os riscos de longo prazo
ou irreversiveis; (ii)Realizar avaliagbes prévias das atividades que
possam indicar possiveis impactos negativos sobre o ambiente marinho e;
(1i1) Estabelecer incentivos econdmicos para a aplicagdo de tecnologias
limpas, objetivando evitar a degradacdo do ambiente marinho (Filho,
1992).

Assim, 0s paises signatarios da Agenda 21 ratificaram seu apoio aos
paises em desenvolvimento para a efetivacdo dessas diretrizes,
comprometendo-se a oferecer recursos financeiros adicionais e promover
a acessibilidade dessas nacdes, a tecnologias mais limpas e as pesquisas

pertinentes.

Nesta direcdo , a Conferéncia das Nacdes Unidas sobre o Meio
Ambiente e Desenvolvimento estabeleceu as seguintes prioridades: (i)
Fortalecer pesquisas sobre alternativas aos produtos quimicos toxicos
que apresentem grandes riscos para a saude humana e/ou ao meio
ambiente ; (ii) Promover a pesquisa e a validacdo de métodos que
substituam a utilizacdo de animais de laboratério; (iii) Promover os
estudos epidemioldgicos pertinentes a fim de estabelecer uma relacéo
de causa e efeito entre a exposicao a produtos quimicos e a ocorréncia de
certas moléstias; (iv) Promover estudos ecotoxicologicos , a fim de
avaliar os riscos dos produtos quimicos para o meio ambiente e; (V)

Desenvolver recursos humanos.

Entretanto, paradoxalmente, a Agenda 21 estimulou o desenvolvimento
de atividades econdmicas reconhecidamente geradoras de

contaminantes,
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a exemplo da aquicultura (Carvalho et al, 2009) (Defoirdt et al, 2007), que
tem crescido de forma expressiva nas Ultimas décadas em todo o mundo
e cujas projecbes anuais de crescimento até 2020 apontam para a

ampliacdo desse tipo de atividade em escala global (FAO, 2006).

Como preocupagdo concomitante ao incentivo de atividades como a
aquicultura, a Convencado das Nacdes Unidas sobre o Meio Ambiente e
Desenvolvimento, incentivou o desenvolvimento de tecnologias aquicolas
ecologicamente saudaveis e sua difusdo em paises com baixa ou
nenhuma experiéncia tecnolégica em aquicultura, assim como a avalicdo

permanente de impactos ambientais deste tipo de atividade.

O desenvolvimento sustentavel de um pais ou qualquer outro territério
politico deve ser avaliado nas dimensbes econdmica, social e ambiental,
constituindo um tripé indissociavel. O uso de indicadores seguros de
avaliacdo de sustentabilidade (Kronembergerl et al, 2008) devem ser
utilizados como mecanismos politico-administrativos de gestdo, para que
de fato, se promova acdes que favorecam o equilibrio entre essas trés
dimensdes. Do conservacionismo radical, passando pelo ambientalismo
moderado até a Ecologia politica dos tempos atuais (Jatoba et al, 2009),

eis 0 grande desafio mundial para o século XXI.

Dentro dessa viséo integrada de sustentabilidade, a Toxicologia Ambiental
terd papel fundamental no desenvolvimento de novas metodologias e
busca de biomarcadores de toxicidade de baixos custos e de rapida
resposta, como instrumentos de predi¢cao de riscos ambientais de forma a
anteceder ndo somente avarias ambientais, especialmente sobre a biota,
mas também como subsidio para decisbes politicas de planejamento de

territérios e nagdes, em nivel estratégico.

11



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Toxicologia Ambiental

A Toxicologia é a ciéncia que avalia o efeito adverso de substéncias que
interagem com os seres vivos (Kiaassen e Watkins , 2001; Moraes et al,
1991) e abrange as propriedades fisicas e quimicas dos agentes toxicos, 0s
efeitos fisioldgicos ou comportamentais nos organismos vivos, 0s metodos
qualitativos e quantitativos para analises em materiais biolégicos e nao-
bioldgicos e o desenvolvimento de procedimentos para o tratamento de

intoxicacdo (Moreau, 2011; Langman e Kapur, 2006).

Na Toxicologia, o monitoramento é uma atividade sistemética de medidas e
interpretacbes realizada com o objetivo de prevenir o aparecimento de
efeitos adversos decorrentes de uma exposi¢cdo, podendo ser ambiental ou
bioldgica. Frequentemente, os parametros medidos e interpretados ndo se
relacionam com a prevencdo de um efeito adverso, mas com o diagndstico

precoce de um estado patoldgico inicial (Leite, 2011).

O monitoramento biol6gico tem sido utilizado como complementacdo do
monitoramento ambiental (Leite, 2011), buscando indicadores de alteracdes
biolégicas em diversos niveis de organizacdo e complexidade, capazes de
detectar alteracbes sub-letais em organismos expostos a agentes toxicos,
sendo denominados de biomarcadores. Isto faz-se necessario devido ao
fato que as andlises quimicas determinam apenas as concentracdes de
substancias no meio, sendo incapazes de apontar acdes sinérgicas ou
aditivas entre contaminantes e entre eles e outros parametros f isico-
quimicos ambientais , que podem ser responsaveis por um substancial

aumento em suas acgOes toxicas (Nascimento et al., 2002).
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Os biomarcadores sédo importantes ferramentas na deteccdo ou predicdo de
doencas e respostas de organismos as drogas (Kaniwa, 2013). Em razdo
disso tém apresentado crescente uso em estudos ambientais preventivos,
que buscam identificar respostas dos organismos a substancias toxicas e
ao estresse, antes que efeitos irreversiveis possam ocorrer (Vilella, et al,
2007). Esses biomarcadores podem ser de qualquer nivel de organizacdo
bioldgica, desde o molecular (Krishna e Hayashi, 2000; Ulupinar e Okomus,
2002) ao cossistémico (Nipper et al, 1998, Grall e Glemarec, 1997,
Chapman et al, 1987).

Marcadores biolégicos podem ser seletivos ou néao-seletivos. Os seletivos
sdo geralmente metabdlitos especificos em amostras biolégicas que ndo sédo
intrinsecos ao organismo na auséncia de uma exposicdo a um Xxenobiotico,
enguanto que o0s nao-seletivos sdo aqueles que podem ser detectados

mesmo na auséncia de exposi¢cdo a um dado xenobiotico (Leite, 2011).

A determinacdo de riscos de agentes toxicos para a saude humana e o
meio ambiente tem sido uma preocupacdo mundial crescente. Segundo
Silva e Fonseca (2003), estas ferramentas envolvem metodologias que
incluem quatro pontos fundamentais: a identificacdo da substancia toxica
que potencialmente pode provocar efeitos adversos a salde humana e ao
ecossistema; avaliacdo dos cenarios de exposicdo a esses agentes toxicos;
caracterizacdo dos efeitos na salde humana e ecossistema e; estimativa de

risco de ocorréncia dos efeitos adversos.

Os ambientes aquaticos sdo mais complexos para determinacdo de riscos
do que os ambientes terrestres, considerando a facilidade de dispersédo de
muitos agentes toxicos e as multiplas possibilidades de interacBes quimicas,
de forma que as predicbes dos efeitos toxicos na biota aquatica sao
complexas e de dificil mensuracao,ja que os efeitos bioldgicos de uma

13



mistura de produtos sdo maiores do que a soma dos efeitos individuais
(Schio, 2001).

Os efeitos adversos de substancias nos organismos incluem efetos letais a
curto e longo prazo, e efeitos subletais, como mudanga de comportamento
(Souza, 2002) e alteracdes moleculares e fisiologicas (Villa-Lobos et al, 2013);
(Krishna, 2000).

Os biomarcadores podem ser de exposicao,de efeito e de suscetibilidade. Os
biomarcadores de exposicdo permitem detectar a exposicdo de um
organismo a um agente toxico e/ou a uma situagdo de estresse fisiologico,
com capacidade de prever possiveis efeitos, sendo importantes ferramentas
de controle ambiental (Bucker et al, 2006); (Vilella, et al, 2007). Podem
expressar a concentracdo da substancia absorvida ap6s a exposicdo ao
agente agressor, a concentracao em 6rgaos e tecidos de armazenamento e
a concentracdo efetiva disponivel para agir no sitio de acdo (NCR, 1987;
Who, 1993; Lauwerys e Perrine, 1993; Leite. 2011)

Os biomarcadores de efeito compreendem alteragcbes morfolégicas,
bioguimicas, fisiolégicas e comportamentais que podem ser mensuradas
em amostras biolégicas e que se relacionam com a acdo do xenobibtico no
organismo (Leite, 2001) Eles estdo associados a relagdo dose-efeito do
contaminante (Uiupinar e Okomus, 2002; Krishna, 2000), de forma que a
intensidade das respostas desses biomarcadores sao proporcionais a

guantidade e o tempo de exposi¢cao a agentes toxicos e/ou estressantes.

Os biomarcadores de suscetibilidade estdo associados as respostas
individuais ou populacionais a agentes toxicos (Leite, 2011) e/ou
estressores, devido a caracteristicas genéticas individuais ou populacionais,

frequentemente associadas a polimorfismos genéticos (Marchan,2000).
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Embora esse tipo de biomarcador seja importante por exemplo, em
vigilancia na saude do trabalhador, devido a sua sensibilidade em prever
relacdo causa- efeito de um agente agressor, de forma individualizada, o
seu uso em toxicologia ambiental é muito complexo , devido a
necessidade de amostras populacionais grandes, o que dificulta a sua
investigacdo em espécies de populacdes numerosas , como no caso de

invertebrados, como os artropodes.

7z

Este aspecto € relevante na decisao da utilizagdo desses biomarcadores
na avaliacdo de riscos ambientais, considerando que tem sido uma
tendéncia contemporanea , a recomendacdo dos Comités de Etica Animal
na utilizacdo de um menor nimero possivel de individuos em bioensaios,
atentos as questfes éticas e de conservacdo dos estogues naturais das

espécies.

Dessa forma, biomarcadores de suscetibilidade podem apresentar
limitagGes na toxicologia ambiental, considerando que na ecotoxicologia sé&o
fundamentais as projecdes de efeitos ambientais dos agentes agressores
em uma escala maior, associada a niveis mais complexos de organizacdo

biolégica, como os niveis populacional e de comunidades.

De fato, os biomarcadores de exposicdo e de efeito tém sido mais utilizados
em toxicologia ambiental, seja em invertebrados (Tunholi et al, 2011; El-
Ansari, 2007 ; Inagaki et al, 2012 ; Xuan et al, 2001 ; Reddy e Venugopal,
1990; (Vijayael e Balasubramanian, 2006) ou vertebrados (Lumnato et al.,
2013), (Wu et al, 2013; El-Ansari, 2007 ; Malarvizhi et al, 2012; Lavanya et
al, 2011 ; Avilez et al, 2008 ; Kavitha et al, 2012; Kumari et al, 2011 ;
Papadimitriou e Loumbourd is, 2005; Day et al, 2007 ; Flament et al,
2012; Tkachenko e Kurhaluk, 2012; Sinclair et al, 2012).
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2.2.Bioensaios detoxicidade

Bioensaios sdo testes comumente utilizados em avaliacbes ambientais
para detectar efeitos agudos e cronicos provenientes da exposicdo de

sistemas vivos as amostras ambientais (Oliveira, 2011).

Nas ultimas décadas, agéncias de protecdo ambiental em varios paises,
particularmente na Europa, Estados Unidos, Canada, Japao e Australia,
reconheceram a utilidade da aplicagcdo de testes de toxicidade, como
consequéncia das inumeras descargas de efluentes industriais e
municipais (Sousa, 2002) que tem crescido de forma exponencial em todo
o mundo. No Brasil, a utilizacdo de bioensaios para avaliacdo de efluentes
e poluentes sobre a biodiversidade marinha teve inicio com os trabalhos
de Araujo et al (1987); Nascimento (1989); Nipper (1990) e Nipper et al
(1990).

Os bioensaios consistem na exposicdo de um organismo ou parte dele,
em contato por exposicdo ou administracdo por diversas vias, de um
agente externo,fisico, quimico ou bioldgico, por tempo determinado, para a

avaliacao de efeitos sub-letais ou letais.

A escolha do organismo teste depende de varios fatores, entre eles sua
facilidade de manutencdo em laboratorio, relagdo com a cadeia alimentar
do homem (Chasin e Azevedo, 2003); (Oliveira, 2011), assim como
adequacdes e suscetibilidades ecoldgicas e fisiologicas do organismo ao

agente testado.

Os bioensaios podem ser realizados de trés formas basicas: testes

estaticos, semi-estaticos e dinamicos (Knie e Lopes, 2004).
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Nos testes estaticos, 0 organismo teste € mantido em concentracdes
e intensidades determinadas do agente testado, sem reposicao durante o
tempo de exposicdo e/ou administracdo. Os testes semi-estaticos sao
utilizados para substancias ou amostras pouco estaveis, que sofrem
alteracdes biologicas e quimicas por degradacao ou reacdes de hidrolise
e/ou fotodlise (Oliveira, 2011), e portanto,faz-se necessario a reposicao da
substancia testada em intervalos pré-determinados. Nos bioensaios em
sistemas dindamicos, 0s organismos sao expostos a um fluxo continuo
do contaminante , e sdo adequados para avaliacdo de compostos
instaveis, como substancias volateis, amostras de baixa solubilidade ,
avaliacdo de bioacumulacdo e biotransformacédo , e em situacbes de

elevada degradacao (Oliveira, 2011).

Em ecotoxicologia marinha, varios organismos sao utilizados em
bioensaios, sendo mais comuns o uso de algas (Aidar et al, 2002);
(Delgado et al, 2013); (Maurat, 2002); moluscos (Nascimento , 2002) ;
(Zaroni, 2002) , equinodermos (Présperi e Araujo, 2002 ; Mastroti, 2002) ,
peixes (Fernandes, 2002), poliguetos (Rhee et al, 2012) e principalmente
crustaceos como branquiépodes (Veiga e Vital , 2002) , misidaceos
(Badaré-Pedroso et al, 2002), cladéceros (Delgado et al, 2013), copépodes
(Nipper, 2002 ; Lotufo e Abessa, 2002), anfipodes (Melo e Abessa, 2002),
tanaidaceos (Zamboni e Costa, 2002), e decapodes como 0 camarao

Litopenaeus sp (Nascimento e Evangelista, 2002).

O Toxnet - Toxicology Data Network, que consta de varios bancos
indexadores de artigos cientificos em toxicologia, inclui o Hazardous
Substances Data Bank (HSDB), que indica um nimero em torno de 5.000
produtos téxicos relacionados em artigos publicados, o que representa um
guantitativo ainda pequeno, considerando a quantidade de agentes toxicos
existentes, cujos efeitos sobre a biota ainda € desconhecido.
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Além dos produtos toxicos conhecidos , a biota esta sujeita aos
chamados "contaminantes emergentes ", como o0s retardantes de chama
bromados , disruptores endoécrinos , derivados de 2-fenilbenzotriazois

(PBTA), compostos fluorados, produtos de uso pessoal e ésteres de ftalatos
(Oliveira, 2011).

Esses e outros contaminantes emergentes possuem efeitos desconhecidos

sobre os organismos, e representam um desafio para a ecotoxicologia d o
século XXI.
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2.3. Crustaceos Decapodes: Ambiente e cultivo

A origem dos crustaceos data do Periodo Cambriano , h4 mais de 600
milhdes de anos, cujo sucesso de sua irradiagao evolutiva determinou uma
das maiores diversidade e complexidade entre os metazoarios recentes. O
namero de espécies conhecidas € ainda controverso. Brusca e Brusca
(2003) estimam em cerca de 67.000, enquanto outros autores citam um
namero aproximado de 52.000 (Land, 1996; Monod e Laubier, 1996).
Entretanto mesmo com a probabilidade destes nameros serem
subestimados (Martin e Davis, 2001), os crustaceos apresentam a maior

diversidade biologica entre a biota marinha recente.

A grande diversidade morfofuncional dos crustaceos permitiu a sua
irradiacdo adaptativa para ocupacdo de diversos nichos e ambientes,
sendo encontrados nos ambientes marinhos, dulcicolas, e terrestres, com
distribuicdo cosmopolita, sendo encontrados desde zonas entremarés até

profundidades de mais de 11.000 m.

Além de alta valéncia ecologica e maior rigueza de espécies em
relacdo a outros grupos animais marinhos, apresenta também a maior
abundancia.A biomassa média dos "krill" (Euphasia soberba), do Atlantico

Norte é estimada em 500 milhdes de toneladas (Brusca e Brusca, 2003).

Muitos decapodes, como camardes, lagostas, caranguejos e siris sao
utilizados como recursos alimentares em todo o mundo seja (FAO, 2003)
através de pesca artesanal, industrial ou ainda provenientes de cultivo,
atividade que tem se destacado nas ultimas décadas como fonte de

producdo desses organismos.
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Em 2003, os camarfes marinhos representaram 64 % (1,2 milhdes de
toneladas) da producdo mundial de crustaceos, seguidos pelos lagostins
e camardes de agua doce, com 25,9% (514,4 mil toneladas) , e os
caranguejos, com 8,3 % (164,2 mil toneladas), sendo que o continente
asiatico contribuiu com 89 % desta producdo, seguido pela América do
Sul (6 %) e América do Norte e Central (5%) (FAO, 2003).

A expansdo do cultivo de crustaceos no mundo tem crescido de forma
expressiva nos ultimos 20 anos. A producdo mundial passou de 758 mil
toneladas (US$ 4,5 bilhdes), em 1990, para 1,9 milhdes de toneladas
(US$ 11,5 bilhdes) em 2001 (FAO, 2003), e em 2008 saltou para 3.64
milhes de toneladas, gerando receita de US$15 bilhbes de dolares
(Tacon et al, 2011), mostrando um tendéncia a um crescimento expressivo
para os proximos anos. De fato, o cultivo de crustaceos assume a primeira
posicdo em receitas geradas, quando comparada ao cultivo de outras

espécies aquaticas.

Dentre os 20 maiores paises produtores de crustaceos, o Brasil assume a
142 posicdo, atrds da China , india, Vietnam , Indonésia , Tailandia ,
Noruega, Filipinas, Egito, Myanmar, Chile, Bangladesh, Estados Unidos e
Japao (Tacon etal, 2011).

Segundo Tacon et al (2011), a aquicultura apresentara uma taxa de
crescimento médio entre 8% a 10% ao ano até 2025, mas isso dependera
das politicas que 0s paises assumirem junto ao setor produtivo,no sentido
de buscar novos nutrientes de alta eficiéncia na aquicultura, assim como

aumentar a producgéo de alimentos manufaturados e de fertilizantes.

Ao tempo que temos projecbes de um crescimento portanto de mais de 100
% nos proximos 10 anos, em sistemas de cultivo super-intensivos, com
aumento das cargas organicas dos viveiros, cresce a preocupacdo com 0S

desequilibrios
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ambientais pelos riscos do aumento da insalubridade e da eutrofizagéo

dos corpos dagua dos ambientes costeiros.

Na década de 90, mais precisamente entre 1990 a 1996, a aquicultura no
mundo e no Brasil experimentou uma retracdo de aproximadamente de 10
%, devido as doencas virais, como a White Spot, e problemas ambientais,
como poluicdo costeira e outras enfermidades (Borghetti et al, 2003) . Em
parte, esse colapso no carcinicultura foi gerado por importacdo de matrizes,
cruzamentos consanguineos , baixa renovacdo de reprodutores, infeccdes de
agentes etiologicos diversos , uso indiscriminado de antibidticos, falta de
monitoramento e avaliagbes de riscos, com perda geral do controle

ambiental.

Dentre esses problemas, destaca-se os antibidticos, que sao utilizados
em aquicultura para tratamento de infec¢cbes (Weifen et ai, 2004), como
a oxitetraclicina , sulfonamidas , nitrofuranos, tetraciclina, eritromicina e o

cloranfenicol.

A proibicdo da utilizacdo de antibidticos em cultivos no mundo tem
aproximadamente cerca de 10 anos (GLOBAL AQUACUL TURE
ALLIANCE (2002), sendo relativamente recente, considerando que em
alguns paises, como no Brasil, esse tipo de atividade iniciou-se na década
de 60. No pais, 0 uso desses antibioticos sao proibidos pelo Ministério da
Agricultura , Pecuéria e Abastecimento desde 2003, através da Instrucao
Normativa MAPA n° 09, de 27/06/2003. Entretanto , continuam sendo
utilizados de forma clandestina nos cultivos, ndo somente no Brasil, mas

em muitos paises cuja fiscalizacdo € ainda incipiente.

Dessa forma , considerando a atual projecdo de crescimento da
aquicultura para a proxima década, o controle de infecgcbes, comuns em
sistemas super- intensivos , representa um dos principais desafios para o

setor, pois aumenta-se o risco de utilizagdo clandestina e indiscriminada de
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antibidticos, que podera ser potencializada pela falta de fiscalizacdo dos

6rgdos competentes.

As areas costeiras adjacentes aos sistemas de cultivo, e
consequentemente sua biota, incluindo o0s crustaceos de interesse
alimentar para o homem, representam 0s ambientes mais expostos aos

riscos ambientais provenientes dessaatividade.

A carcinofauna costeira de importancia comercial e de subsisténcia para
populagdes tradicionais , como camardes , lagostas, caranguejos e siris, ja
tem sido expostas a um ndmero grande de tensores , incluindo a
sobrexplotacéo , destruicdo de habitats (IBAMA, 2011), e exposi¢cdo a agentes
toxicos , como metais (Xuan et al , 2001), hidrocarbonetos (Vijayael e
Balasubramanian , 2006), Fluoreto de Sodio (Reddy e Venugopal , 1990) e
antibiéticos (Weifen et al, 2004), de forma que o aumento da perda de
controle ambiental proveniente do crescimento da aquicultura marinha, pode

potencializar riscos futuros para essa espécies e seus estoques naturais.

Amplia-se a gravidade da situacdo, o fato que esses crustaceos
representam no geral, o elo trafico de ligacdo entre as comunidades
bentdnicas e nectdnicas (Carqueija et al, 1995; Gouvéa e Queiroz, 1988),
nas quais se destacam o0s peixes, de importancia impar como recurso
alimentar para o homem, e portanto, qualquer alteracdo na estrutura e
dinAmica dessas espécies e de suas populacbes , poderd representar

efeitos indesejaveis sobre a estrutura tréfica dessas comunidades.
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3. OBJETIVOS

3.1. GERAL

Avaliar as transaminases Alanina Aminotransferase (ALT) e Aspartato
Aminotransferase (AST) como biomarcadores de toxicidade no

caranguejo Cardisoma guanhumi .

3.2. ESPECIFICOS

v' Investigar viabilidade da utilizacdo de Kit comercial para
determinacdo da concentracdo de ALT e AST na hemolinfa de
Cardisoma guanhumi;

v' Avaliar as rela¢cbes entre ALT e AST com o comprimento e peso Umido
total da espécie investigada;

v' Avaliar possiveis alteracdes nas concentracées hemolinfaticas de ALT
e AST por tratamento com cloranfenicol;

v' Verificar possiveis alteracdes histolégicas no hepatopancreas de
C.guanhumi tratados com cloranfenicol;

v Caracterizar o perfil das proteinas na hemolinfa da espécie em questao;

v Testar a capacidade biomonitora de C. guanhumi para o

antibiotico investigado.
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4. RESULTADOS

Os resultados foram compilados em uma patente e um artigo em fase
de traducdo para a lingua inglesa para submissdo ao periédico
Environmental Pollution , fator de impacto 3,73. Desta forma , o tdpico

resultados esta dividido nessas duas producdes no corpo desta tese.
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4.1 - 1°produto: Patente com pedido de depdsito no INPI

Numero: BR 102013 033421-9
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"PROTOCOLO DE AVALIACAO DE TOXICIDADE EM CRUSTACEOS DECAPODES E SEUS

uSos*

Campo da Invencéo

Mais especificamente, a presente invencédo se refere a materiais e métodos para avaliar
a hepatotoxicidade de crustaceos através de quantificacdo enzimatica na hemolinfa. O protocolo
apresenta utilidade biotecnolégica no controle de qualidade de crustdceos para consumo
humano e no monitoramento ambiental. A invencdo encontra-se no setor da biotecnologia de

alimentos, bioquimica, fisiopatologia e ecotoxicologia.

Fundamentos da Invencao

No cultivo industrial de crustaceos, agentes quimicos sdo normalmente empregados e
podem causar toxicidade as espécies cultivadas. A reducdo na produtividade e as alteragdes
bioldgicas que podem repercutir em modificagdes nas propriedades organolépticas do alimento
ndo sdo desejadas pelos produtores. Além disso, em ambientes aquaticos, a presenca de
substancias toxicas pode gerar desequilibrio ecoldgico e danos a saude humana. Dessa forma,a
avaliacdo da toxicidade em crustaceos aléem de ser util no controle da qualidade de crustaceos
de interesse na alimentagdo humana, pode servir de biomonitor para a contaminagdo ambiental
por diversos agentes quimicos.

Aqui apresentamos a padronizagdo de protocolo para avaliagdo de toxicidade em
crustaceos decépodes baseada na quantificacdo de biomarcadores caracteristicos de lesdo ou
disfungdes fisiolégicas no hepatopancreas, Alanina Aminotransferase (ALT),também conhecida
como Transaminase Glutamico-Pirlvica (TGP), e Aspartato Aminotransferase (AST), também
conhecida como Transaminase Glutdmico-Oxaloacética (TGO). Os cddigos das duas enzimas,
segundo tabela da Unido Internacional de Bioaquimica e Biologia Molecular (IUBMB) s&o EC

26.1.2 e EC 26.1.1, respectivamente. A dosagem dessas transaminases em vertebrados tem
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sido efetuada com utilizacdo de KITs  comerciais especificos. Entretanto, a utilizacéo
e validacdo dos KITs comerciais para dosagem enzimatica em crustaceos de interesse
comercial, como camardes, siris, caranguejos e lagostas, bem como 0s usos do protocolo

consistem nos objetos da presente invencao.

Técnicas relacionadas

A toxicologia estuda o impacto de contaminantes sobre a estrutura e funcdo dos
sistemas biologicos. Os bioensaios se constituem em ferramentas Uteis na toxicologia ambiental,
podendo ser definido como um experimento no qual se determina a atividade biolégica de uma

substancia ou mistura de substancias através da observacéo do seu efeito sobre 0s organismos
(KLAASSEN e WALKINS,2005). Tanto no meio ambiente quanto na carcinicultura, a toxicidade
pode ndo ser decorrente da presenca de uma Unica substancia,mas de uma matriz complexa
formada por substancias potencialmente toxicas.De fato, varias substancias tém sido apontadas
como Uteis para o estimulo ao crescimento e a resisténcia a doencas, podendo ser acrescida em
situacdes de cultivo para potencializar a producédo (TAKAHASHI e ITAMI (1992); GONZALEZ
(2003); GARCIA et al. (2006); GONZALEZ et al. (2006); WANG (2008); DEGUSA (2009); JAMES
(2010); ALBA et al (2012). Entretanto, a presenca de diferentes substancias pode dar lugar a
uma série de interacdes que podem provocar efeitos aditivos, sinérgicos ou a potenciagdo do
efeito de uma das substancias pela presenca da outra {KLAASSEN e WALKINS, 2005). Dessa
forma, a andlise isolada da quantidade e composicdo das substancias de uma amostra ndo
fornece informacdes suficientes a respeito dos efeitos biologicos que a mistura pode provocar. A
avaliacdo da toxicidade através de bioensaios pode proporcionar melhores informacdes sobre as
condigdes ambientais ou de cultivo (KLAASSEN e WALKINS, 2005).
Embora as Déafnias, bactérias, anelideos, algas e peixes sejam 0s organismos mais

utilizadosem bioensaios de toxicidade (LANDIS, 1999), existe uma ampla variedade de
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protocolos que utilizam diferentes espécies que vao desde bactérias até aves (LANDIS,
1999). A maioria dos bioensaios se baseia na avaliagdo da mortalidade que a substancia ou a
mistura provoca no organismo elegido para a investigacdo. A morte como critério de valoragao
datoxicidade apresenta diversos inconvenientes. Em vérias situacfes o registro de 6bitos torna-

se inviavel. Em outros casos, 0 nimero de amostras precisa ser consideravelmente elevado.

Além disso, € possivel que os contaminantes estejam presentes em concentra¢des nao letais, ou
em formas de baixa biodisponibilidade tornando improvavel o falecimento imediato (KLAASSEN

e WALKINS, 2005).

Os biomarcadores consistem em alternativas para avaliar os efeitos toxicos de forma
precoce, sem a necessidade de que alcancem niveis letais. Os biomarcadores s&o descritos
como qualquer parametro biolégico mensuravel e quantificavel que serve como indice para a
avaliacdo do estado fisioldgico ou patolégico. Sdo, portanto, indicadores de curto prazo de
efeitos bioldgicos mais graves que podem ocorrer em longo prazo (CAJARAVILLE,2000). Dessa
forma, 0s biomarcadores capazes de detectar alteracfes teciduais ou bioquimicas podem ser
utilizados de forma preditiva para antecipar eventos de ordem mais complexa em populagdes,
comunidades ou ecossistemas. Consequentemente, permitem a aplicacdo de medidas corretivas

antes da ocorréncia de um dano ambiental irreversivel.

As transaminases Alanina Aminotransferase (ALT) e Aspartato Aminotransferase (AST)
séo importantes biomarcadores de hepatoxicidade e stress fisiologico, bem caracterizados em
diferentes espécies hiologicas. As variagdes nas concentragdes destas enzimas em fluidos
bioldgicos de peixes (MALARVIZHI et al. (2012);LAVANYA et al. (2011); AVILEZ et al. (2008);
KAVITHA et al. (2012); KUMARI et al. (2011), anfibios (PAPADIMITRIOU e LOUMBOURDIS
(2005); repteis (DAY et al.(2007); aves (FLAMENT et al. (2012); TKACHENKO e KURHALUK,
(2012);SINCLAIR et al. (2012), e mamiferos (IGWILO et al. (2013); SHOKRZADEH et al. (2012),

incluindo 0 homem (MANCHANDA et ai (2013) tém sido utilizadas com sucesso na avaliagéo da
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toxicidade hepatica, tanto induzida por processos patologicos, quanto causada por

intoxicagdes decorrentes de diferentes medicamentos ou agentes quimicos variados.

Na presente invengdo 0s autores apresentam um metodo rapido, barato e vidvel de
determinacdo da toxicidade em crustaceos atraves de dosagem hemolinfatica de ALT e AST. O
metodo apresenta significativa utilidade no monitoramento ambiental em casos prévios a danos
ambientais graves e na tecnologia de produgdo de crustaceos para a alimentacdo humana. O
controle de qualidade através da deteccdo da toxicidade hepatica pode evitar alteraces nas
propriedades organolépticas do alimento, perdas na produtividade por modificacbes nas
condicbes de cultivo, e ainda alteragbes nos crustaceos com efeitos desconhecidos no consumo

humano.

Sumario da inven¢ao

A invencédo consiste em descricdo de protocolo para extracdo e preparo do material
bioldgico, quantificacdo de ALT e AST na hemolinfa de crusticeos, e ao uso do referido

protocolo para verificacdo de toxicidade em crustaceos com fins industriais e ambientais.

Breve descri¢do das Figuras

A Figura 1 mostra em (A) e (B) histogramas apresentando as concentragdes
hemolinfalicas expressas em U/L de ALT (A) e AST (B) determinadas em 15 individuos da
especie Cardisoma guanhumi. Em (C) concentragdo hemolinfatica média de ALT (em preto) e
AST (em Branco) calculada a partir dos valores encontrados para os 15 individuos. Em (D)
concentragdo hemolinfatica média de ALT (em preto) e AST (em Branco) determinadas a 37°C

ou 100°C.

A Figura 2 mostra em (A) e (C) concentra¢Bes hemolinfaticas de ALT (A) e de AST (B)

determinadas em 10 animais controle (curva inferior no painel A e C), tratados com 25 mg/Kg de
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Cloranfenicol (curva intermediaria no painel Ae C) ou tratados com 50 mg/kg de
Cloranfenicol (curva superior painel A e C). Em B e D concentracdo hemolinfatica média de ALT
(B) e AST (D) para animais controle, tratados com 25mg/kg ou com 50 mg/kg de Cloranfenicol.

Um asterisco corresponde a P < 0.01, dois a P < 0.001 e trés a P < 0.0001.

Descrigdo detalhada da invengao

A invencdo esta baseada na descoberta de que transaminases podem ser dosadas na
hemolinfa de crustaceos através de kits comerciais disponiveis para dosagens em plasma de
vertebrados. Foi possivel caracterizar variagfes individuais nos niveis enzimaticos e estabelecer
para uma populacdo de 15 individuos um valor médio equivalente a concentracao fisiologica (fig.
1). Néo foi detectada relacéo entre tamanho do animal e concentracdo hemolinfatica de ALT ou
AST (dado ndo mostrado). Também ndo foi detectada relagcdo entre peso do animal e
concentracdo hemolinfatica de ALT ou de AST (dado ndo mostrado). Esses dados ampliam a
utilidade da faixa caracterizada como fisioldgica.

A hepatotoxicidade foi induzida artificialmente para o teste por introducéo de 25 mg/kg
ou de 50 mg/kg de cloranfenicol através da membrana artropodial do quinto pereiépodo. O
Cloranfenicol € um agente reconhecidamente toxico e que nas condicdes utilizadas foi capaz de
promover alteracBes histoldgicas caracterizadas por intensa vacuolizagdo e aumento do
diametro vacuolar das células secretoras do tecido hepatopancreatico dos animais testados
(dado ndo mostrado). A toxidade hepatopancreatica foi também associada a alteragdes no
padrdo de proteinas encontradas na hemolinfa, evidenciado pela diferenca no padrdo de bandas
encontrado no gel de poliacrilamida (dado ndo mostrado) . Nessas condicdes, de caracterizada
toxicidade hepatopancredtica, os niveis enzimaticos de ALT e AST na hemolinfa foram
significativamente aumentados. As variagdes nos niveis enzimaticos hemolinfaticos de ALT e
AST na populacdo estudada caracterizam uma faixa utilizavel na determinacdo da toxicidade

(Fig. 2).
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A presente invencdo caracterizar as transaminases ALT e AST em crustaceos
decapodes, como biomarcadores de lesdo hepatopancreatica. De dosagem répida e barata,
apresentam utilidade no monitoramento ambiental e na tecnologia de producdo de crustaceos
para a alimentacdo humana, cuja producdo tem implementado novas substancias quimicas cujas
associagdes sdo de efeitos desconhecidos sobre a fisiologia dos crustaceos. A tecnologia
proposta pode, portanto, ser utilizada no controle de qualidade durante a producdo para
consumo humano.

Os dados apresentados nas Figuras 1 e 2 representam o melhor modo da invencéo. A
padronizacdo nos niveis enzimaticos hemolinfaticos de ALT e AST em Cardisoma guanhumi em

situacao fisioldgica e em condi¢do de toxicidade induzida.
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"PROTOCOLO DE AVALIACAO DE TOXICIDADE EM CRUSTACEOS DECAPODES E
SEUS USOS"

REIVINDICACOES

1. PROTOCOLO DE AVALIACAO DE TOXICIDADE EM CRUSTACEOS DECAPODES
caracterizado por avaliar a concentragdo de substdncias quimicas

biomarcadoras em material bioldgico coletado do referido crustaceo;

2. PROTOCOLO DE AVALIAGAO DE TOXICIDADE EM CRUSTACEOS DECAPODES de
acordo com a reivindicagdo nimero 1, caracterizado por a referida substancia

quimica biomarcadora serenzimatica;

3. PROTOCOLO DE AVALIACAO DE TOXICIDADE EM CRUSTACEOS DECAPODES de
acordo com a reivindicacdo numero 1, caracterizado por a referida substancia
biomarcadora enzimtica ser uma transaminase glutdmico-pirtvica (alanina

amino transferase -ALT);

4, PROTOCOLO DE AVALIACAO DE TOXICIDADE EM CRUSTACEOS DECAPODES de
acordo com a reivindicagcdo numero 1, caracterizado por a referida substancia
biomarcadora enzimatica ser uma transaminase glutdmico-oxa loacética

(aspartato amino transferase- AST);

5. PROTOCOLO DE AVALIACAO DE TOXICIDADE EM CRUSTACEOS DECAPODES de

acordo com a reivindicagdo numero 1, caracterizado por o referido material

biolégico ser a hemo linfa;

6. PROTOCOLO DE AVALIAGAO DE TOXICIDADE EM CRUSTACEOS DECAPODES de

acordo com a reivindicacdo numero 1, caracterizado por o referido crustaceo
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pertencer a Ordem Decapoda que incluem camardes, pitus, lagostins, lagostas,

siris e caranguejos.

USO de PROTOCOLO DE AVALIACAO DE TOXICIDADE EM CRUSTACEOS
DECAPODES caracterizado por ser aplicado ao controle de qualidade dos

referidos crustaceos em carcinicultura;

USO de PROTOCOLO DE AVALIACAO DE TOXICIDADE EM CRUSTACEOS
DECAPODES caracterizado por ser aplicado como biomonitor no controle

ambiental e sanitario de ambientes aquaticos.
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"PROTOCOLO DEAVALIACAO DE TOXICIDADE EM CRUSTACEQS DECAPODES

E SEUS USOS"

RESUMO

A presente invencao refere-se a padronizacédo de protocolo para avaliagdo de toxicidade
em crustaceos decdpodes baseada na quantificacdo de biomarcadores caracteristicos de lesdo
no hepatopancreas. A presente invencdo se aplica a avaliagdo de crustaceos de interesse na
alimentacdo humana e consequentemente na tecnologia de alimentos e indUstria alimenticia.
Adicionalmente , a presente invencdo se aplica a avaliagdo de crustaceos decapodes de
interesse no monitoramento ambiental.

No cultivo industrial de crustaceos, diversos agentes quimicos s&o normalmente
empregados e podem causar toxicidade as espécies cultivadas . A reducdo na produtividade e as
alteragbes biologicas que podem repercutir em modificacdes nas propriedades organolépticas do
alimento ndo sdo desejadas pelos produtores. Além disso, em ambientes aquaticos, a presenca
de substancias toxicas pode gerar desequilibrio ecologico e danos a salde humana. Dessa
forma, a avaliacdo da toxicidade em crustaceos pode servir de biomonitor para a contaminacéo
ambiental por diversos agentes quimicos.

Particularmente, a presente invencdo configura-se em um protocolo para controle da
qualidade de crustaceos de interesse na alimentacdo humana e seu uso na carcinicultura,, assim
como para o controle da contamina¢do em ambientes vulneraveis.

Mais especificamente, a invencdo se refere a extracdo e ao preparo do material
bioldgico, aquantificacao de biomarcadores em material biologico coletado, e ao uso do referido

protocolo para verificagcdo de toxicidade em crustaceos decapodes com fins industriais e

ambientais.
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Alanina Aminotransferase (ALT) e Aspartato Aminotransferase (AST)
como biomarcadores de toxicidade em Cardisoma guanhumi:

Uso no monitoramento ambiental
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RESUMO

Os métodos quimicos de andlise determinam concentragdes de contaminantes,
mas ndo o0s possiveis sinergismos, antagonismos ou adi¢cdes que podem alterar
sensivelmente os efeitos nos seres vivos. Por isso, ndo se mostram eficientes na
determinacdo da toxicidade em diferentes organismos. A investigacdo de respostas
biolégicas consiste em abordagem mais apropriada para avaliagbes integrativas de
efeitos de contaminantes. Embora os testes de toxicidade sejam considerados
eficientes instrumentos de avaliacdo de qualidade de agua e sedimento, em geral,
envolvem indicadores relacionados ao processo reprodutivo e/ou a quantificacdo de
O6bitos em espécies-chave do ecossistema. Dessa forma, as respostas obtidas sdo
insuficientes para ac¢bes preventivas. O uso de biomarcadores, considerados
indicadores "de aviso" por evidenciarem efeitos primarios antes que se manifestem
como anomalias ou morte de organismos, sdo hoje mundialmente utilizados. As
transaminases, especialmente Alanina Aminotransferase (ALT) e Arginina
Aminotransferase (AST), sdo enzimas consideradas biomarcadores de hepatoxicidade e
stress fisiologico em diferentes espécies bioldgicas. No presente trabalho, através da
utilizacdo do modelo experimental de inducdo de toxicidade através da administracao
de Cloranfenicol, em Cardisoma guanhumi, foi possivel associar alteracdes
histopatoldgicas caracteristicas de toxicidade hepatopancredtica a alteragdes nas
concentragcdes hemolinfaticas de ALT e AST. Os dados aqui apresentados indicam que a
guantificacdo hemolinfatica de ALT e AST consiste em método rapido e barato de
deteccdo de toxicidade, ndo associado a morte de espécies bioldgicas e que pode se
configurar em ferramenta util para detecgao precoce de impacto ambiental.

Palavras chave: Alanina Aminotransferase, Arginina Aminotransferase, biomarcadores,
toxicidade, Cardisoma guanhumi.
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1. Introducéo

Tanto no meio natural quanto em ambientes de cultivo, a toxicidade pode ndo ser
decorrente da presenca de uma Unica substancia, mas de uma matriz complexa formada por
substancias potencialmente tdxicas. A presenca de diferentes substancias pode dar lugar a uma
série de intera¢Oes que podem provocar efeitos aditivos, sinérgicos ou a potenciacdo do efeito
de uma das substancias pela presenca da outra (Klaassen e Walkins, 2005). Dessa forma, a
andlise isolada da quantidade e composicdo das substancias de uma amostra ndo fornece
informacdes suficientes a respeito dos efeitos biolégicos que a mistura pode provocar. A
avaliacdo da toxicidade através de bioensaios pode proporcionar melhores informacgdes sobre

as condi¢Ges ambientais ou de cultivo (Klaassen e Walkins, 2005).

Embora as Dafnias, bactérias, anelideos, algas e peixes sejam os organismos mais
utilizados em bioensaios de toxicidade (Landis & Yu, 1999), existe uma ampla variedade de
protocolos que utilizam diferentes espécies que vdo desde bactérias até aves (Landis & Yu,
1999). A maioria dos bioensaios se baseia na avaliacdo da mortalidade que a substancia ou a
mistura provoca no organismo elegido para a investigacao. A morte como critério de valoragao
da toxicidade apresenta diversos inconvenientes. Em varias situagdes o registro de Obitos
torna-se invidvel. Em outros casos, o niumero de amostras precisa ser consideravelmente
elevado. Além disso, é possivel que os contaminantes estejam presentes em concentragdes nao
letais, ou em formas de baixa biodisponibilidade tornando improvével o falecimento imediato
(Klaassen e Walkins, 2005), mas causando altera¢cdes organicas que poderdo alterar o
funcionamento organico, impedindo por exemplo, a reprodugdo, o que leva a transtornos em

niveis de populacdo e comunidades.

A resposta de um organismo a um dado agente téxico ou a uma situacado de estresse, é
dependente dentre outros fatores, do tempo de exposicdo ao agente agressor. Desta forma, as
respostas iniciais de um organismo ao agente agressor, serd mais comumente detectada em
niveis de organizacdo molecular, celular e tecidual. O aumento do tempo de exposicdo,
promove respostas em niveis mais altos de organizacdo bioldgica, sendo seus efeitos
detectados em populacGes e comunidades. Esta premissa tem gerado esforgos em pesquisas de
novos biomarcadores bioquimicos, na tentativa de prever e corrigir antecipadamente, efeitos
sistémicos indesejaveis para o meio ambiente. Os biomarcadores sdo descritos como qualquer
parametro biolégico mensuravel e quantificdvel que serve como indice para a avaliagdo do
estado fisiolégico ou patoldgico. Sdo, portanto, indicadores de curto prazo de efeitos bioldgicos
mais graves que podem ocorrer em longo prazo (Cajaraville, 2000). Dessa forma, os

biomarcadores sdo capazes de detectar alteragGes teciduais ou bioquimicas e podem ser
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utilizados de forma preditiva para antecipar eventos de ordem mais complexa em populacdes,
comunidades ou ecossistemas. Consequentemente, permitem a aplicacdo de medidas

corretivas antes da ocorréncia de um dano ambiental irreversivel.

Algumas enzimas como Fosfatase Alcalina (ALP), Catalase (CAT), Superdxido Dismutase
(SOD), Acetilcolinesterase (AChE), Carboxilesterase (CES) (Lumnato et al.,, 2013), Gama-GT,
Glutationa Transferase (Wu et al, 2013), Desidrogenase Latica (El-Ansari, 2007) e
principalmente a Alanina amino transferase e a Aspartato aminotransferase tem sido
frequentemente utilizadas como biomarcadores bioquimicos de efeito. A Alanina
aminotransferase (ALT) é uma enzima envolvida na reagdo de conversdo do Glutamato em
Piruvato e estd presente principalmente em hepatdcitos (Al-Habori, et al, 2002), sendo
considerada uma enzima biomarcadora de alteragcdes hepaticas (Ohashi, et al, 2013). A
Aspartato aminotransferase (AST) estd presente também em hepatdcitos, entretanto é
frequente também em musculos, coragdo e pulmdes (Al-Habori, et al, 2002) sendo considerada
menos especifica para avaliacdo hepatotdxica (Freitas et al, 2013). Considera-se a ALT e AST
como importantes biomarcadores de hepatoxicidade e estresse fisioldgico em diferentes
espécies, sendo investigadas em peixes (Malarvizhi et al (2012); Lavanya et al (2011); Avilez et
al (2008); Kavitha et al (2012); Kumari et al (2011), anfibios (Papadimitriou e Loumbourdis
(2005); repteis (Day et al (2007); aves (Flament et al (2012); Tkachenko e Kurhaluk, (2012),
Sinclair et al (2012), e mamiferos (lgwilo et al (2013); Shokrzadeh et al. (2012), incluindo o
homem (Manchanda et al, 2013).

Devido a representatividade biolégica, além de interesse comercial, os crustaceos, que
incluem cerca de 52.000 espécies (Martin e Davis, 2001) sdo considerados grupos-chave nos
ambientes aquaticos (Karakassis & Eleftheriou, 1997; Drake et al, 1997). Apresentam 6rgdos
analogos ao figado e pancreas dos vertebrados, denominados de hepatopancreas (Brusca e
Brusca, 2003). O hepatopancreas estd associado a importantes processos metabdlicos, como
absor¢do, producdo de enzimas digestivas, reserva de glicogénio, proteinas, lipideos e
oligoelementos, como calcio e mangnésio (Bond-buckup, et al, 1991). Esta relacionado também
ao crescimento (ecdise) e reproduc¢do (Kameswaramma et al., 1990; Ramadev! et al., 1990).
Outras atividades fisioldgicas como osmorregulacdo (Storch & Lehner T-Moritz, 1980;
Hryniewieck-Szyfter & Babula, 1997; Cuartas, 2003), excrecdo (Al-MohannA & Nott, 1989) e
detoxificacdo de poluentes (Gibson & Baker, 1979; Vogt, 1994) também ja foram reportadas

para o hepatopancreas.
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Dentre o Subfilo Crustacea, destaca-se a Ordem Decapoda, que inclui os camardes,
pitus, lagostas, lagostins, siris e caranguejos, grupos de interesse comercial, caracterizados pela
presenca de 5 pares de pereiépodos, com cerca de 17.000 espécies conhecidas, distribuidas em
ambientes marinhos (89%), dulcicolas (10%) e terrestres (1%) (Bowman & Abele, 1982). Este
grupo apresenta uma ecofisiologia particular devido ao processo de crescimento por ecdise,
gue envolve uma complexa regulacdo neuro-hormonal, o que torna esses organismos sensiveis
as alteracdes abidticas dos ecossistemas, tornando-os excelentes modelos bioldgicos de

avaliacdo de estresse ambiental e/ou de toxicidade (Sastre, 1999; Silva et al, 2000).

Na costa brasileira, destaca-se neste cendario, o Cardisoma gunanhumi, conhecido
popularmente como Goiamum ou Gaiamum, uma espécie semi-terrestre, que distribui-se
desde a Florida (EUA) até Santa Catarina (Brasil), que ocorre preferencialmente em areas altas
dos manguezais, incluindo os apicuns e a restinga (IBAMA, 2011). Estes habitats tem sido alvo
de especulacdo imobilidria e aterros ao longo da costa brasileira, que associada a
sobrexploragdo e a exposi¢gdo do recurso a agentes téxicos, coloca a espécie sob forte tensao,
sendo classificada em termos de conservagdo, como espécie “quase ameagada” (Machado, et

al 2005).

Outro relevante tensor sobre a espécie é a carcinicultura, seja pela ocupagdo fisica
desses empreendimentos, como pelos residuos gerados pela atividade de cultivo. Dentre estes
residuos, destacam-se os antibidticos, como a oxitetraclicina, sulfonamidas, nitrofuranos e o
cloranfenicol, que embora proibidos pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento,
através da Instrugcdo Normativa MAPA n° 09, de 27/06/2003, continuam sendo utilizados de
forma clandestina por estes cultivos. A proibicdo da utilizacdo de antibidticos em cultivos no
mundo tem aproximadamente cerca de 10 anos (GLOBAL AQUACULTURE ALLIANCE, 2002),
sendo relativamente recente, considerando que em alguns paises, como no Brasil, esse tipo de
atividade iniciou-se na década de 60. Esses antibiéticos sdo utilizados em aquicultura para
tratamento de infec¢Ges (Weifen et al, 2004), sendo o cloranfenicol mais utilizado em infec¢Ges

por Samonellas (D’Aoust, 1994).

O cloranfenicol é um antibidtico inibidor da sintese protéica bacteriana, mais
especificamente da subunidade 50 S do rRNA e tem sido suprimido como droga de tratamento
em seres humanos, devido aos efeitos principalmente sobre a medula dssea, levando a
desenvolvimento de leucemias e anemias graves, além de efeitos neurotéxicos, genotoéxicos,

hepatdxicos e orogastrentéricos (Feder et al, 1981). Embora seus efeitos sobre a espécie
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humana sejam bem investigados, sua acdo sobre a biota aqudtica ainda é insuficientemente
conhecida (Weifen et al, 2004). O Cardisoma guanhumi é uma espécie adequada para
avalia¢Oes de riscos ambientais do uso de cloranfenicol, por ser uma espécie de transicao entre
o ambiente marinho e terrestre, ampliando a compreensao da magnificacao tréfica do agente
contaminante nos dois ambientes; por possuir alta plasticidade ecolégica por habitar
ecossistema dependente de perturbacdes ciclicas, o que |lhe confere potencial capacidade
biomonitora a médio e longo prazo; por habitar areas de aporte de residuos provenientes de
atividades de carcinicultura, o que permite projecoes reais dos efeitos do agente téxico; por
ter usual e potencial utilizacdo como recurso alimentar de subsisténcia e de interesse
comercial, o que permite ndo apenas mensurar os danos ambientais, mas também

socioecondmicos e; por possuir grande capacidade de adaptacdo ao confinamento.

Nesse trabalho foi realizada a caracterizacdo das variacdes das concentracOes
hemolinfatica de ALT e AST em Cardisoma guaiamum induzidas por tratamento com
Cloranfenicol, com a hipdtese de que também ocorra alteragdo na glandula digestiva com
efeito nos niveis dessas transaminases. Os dados evidenciam que as alteracdes histopatoldgicas
no hepatopancreas dos animais tratados sdo repercutidas em variacdes nas concentracdes
hemolinfaticas de ALT e AST. Dessa forma a quantificacdo de ALT e AST pode funcionar como
biomarcador de toxicidade podendo apresentar significativa utilidade na deteccdo precoce de
danos ambientais, podendo funcionar como importante ferramenta no monitoramento

ambiental.

2. Materiais e métodos
Animais

Os animais da espécie Cardisoma guanhumi foram coletados no manguezal de Barra do
Jacuipe, Bahia, Brasil, dentro de uma Unidade de Conservacdo, denominada APA — Area de
Preservacdo Ambiental, situada aos 12°42'44” S e 38°07°59” W (Figura 1), com auxilio de
armadilha de tubo de polyvinyl chloride (PVC), com 8 cm de didmetro, utilizando como iscas,
pedacos do fruto de Artocarpus heterophyllus, conhecido popularmente no Brasil como jaca.
Para os experimentos foram selecionados 10 machos adultos de classes de comprimento
proximas, em estagio de intermuda, através da identificacdo do estagio cerdal do terceiro
maxilipede de cada individuo, a fim de evitar interferéncias hormonais sexo-especificas e
relacionadas a diferentes estagios de crescimento. Os individuos foram aclimatados por 15 dias

em caixas de polyvinyl chloride (PVC) de 100 L, em ambiente com controle de temperatura
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(25 eC), umidade do ar de 55-65% e tempo de exaustdo de dez trocas de ar da sala/hora, sendo

oferecidos agua potdavel e folhas de Rhizophora mangle, alimento natural de C. guanhumi.

Apds o periodo de aclimata¢cdo, os animais foram mensurados com auxilio de
paquimetro digital com precisdo de 0,01 mm, sendo medidos o comprimento (CT) e largura (LT)
total da carapaga. O peso umido total (PT) foi obtido com balan¢a semianalitica com precisdo
de 0,1 g. Os individuos inicialmente receberam 200 mL/100 g de peso umido de solugdo
fisiologica e apds 48 h, 25 mg/Kg de solucdo de Cloranfenicol (Tratamento 1). A diluicdo do
antibidtico foi realizada para que o volume injetado n3o ultrapassasse 200 mL/ 100g. A
administragdo do tratamento foi realizada através da membrana artropodial do quinto
pereidpode, com auxilio de seringa de insulina BD Ultra-Fine™, 6 mm x 0,25 mm. Os animais
foram avaliados antes e 48 horas apds o tratamento com 25 mg/Kg, sendo pesados e
mensurados quanto ao comprimento e largura total da carapaca; em seguida foram coletados
100 uL de hemolinfa para realizacdo das dosagens de ALT e AST. Ndo ha estudos experimentais
relatando o efeito de Cloranfenicol em crustaceos, portanto a concentracdo da droga foi
definida como a dosagem tdxica para ratos. Os animais foram submetidos a eutandasia apds o

periodo de avaliacdo e o hepatopancreas submetido a analise histopatoldgica.

Dosagem de ALT e AST

Foi realizado um screening para a padronizagdo e ajustes nas dosagens de ALT e AST em
5 individuos de Cardisoma guanhumi apresentando o mesmo sexo, classe de comprimento
peso, e fase de crescimento que os 10 organismos utilizados no teste. As amostras de
hemolinfa foram coletadas por pun¢do através da membrana artropodial do quinto
pereidpode, com auxilio de seringa de insulina BD Ultra-Fine™, sendo a amostra prontamente
diluida em solugdo de citrato de sédio a 10 %. As dosagens bioquimicas hemolinfaticas de ALT e
AST foram realizadas com diluicdo manual e utilizando-se kits comerciais das marcas LABTEST®
e BIOCLIN®, respectivamente. Foi utilizado método de espectrofotometria (colorimétrico)
sendo a absorbancia medida com auxilio do aparelho Celm SB-190 e com atividade enzimatica a

37° C. Para controle negativo as atividades enzimaticas foram determinadas a 100° C.
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Eletroforese em gel de poliacrilamida — SDS (SDS-PAGE):

A dosagem de proteinas totais da hemolinfa dos animais dos diferentes grupos foi
realizada pelo método de Bradford para normalizacdo do volume a ser submetido a
eletroforese. Amostras de hemolinfa coletadas de animais controle e tratados foram diluidas
em tampao de amostra e submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida a 8% (solugdo de
acrilamida 30% (10 mL), tampao Tris-HCI 0,9 M pH 8,8 (13 mL), TEMED (Merck) 1%(10 pL),
agua destilada (2 mL), SDS (Sigma) 2% (1,5 mL) e persulfato de amodnio (Sigma) 1% (200 pL).
Apds agitacao suave, a mistura foi distribuida em placas de vidro medindo 15 x 16 cm. Apds a
polimerizacdo do gel de separacdo, foi preparado o gel de concentracdo, contendo solucdo de
acrilamida (1,9 mL), tampéo Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 (8 mL), SDS (Sigma) 10% (0,1 mL), TEMED
(Merck) 1% (10 uL) e persulfato de amonio (Sigma) 1% (200 uL). Essa mistura foi depositada
sobre o gel de separacdo e posteriormente colocado um pente para formacdo das canaletas até
a polimeriza¢do do gel. As amostras foram diluidas em tampd&o Tris-HCI 2 M, pH 6,8 (100 pL),
contendo 120 pL de azul de bromofenol 0,05% em agua destilada, 1,0 mL de glicerol 60% e 0,6
mL de SDS (Sigma) 10%. A seguir foram colocados em banho-maria em ebulicio por 10
minutos. O tampao dos eletrodos utilizado foi tris-hidroximetilaminometano 0,025 M (Sigma),
glicina 0,192 M (Sigma) e 0,1% de SDS (Sigma), pH 8,4. As amostras foram aplicadas nas
canaletas e os géis foram submetidos a uma diferenca de potencial de 150V. Terminada a
corrida, os géis foram corados com Coomassie blue (Coomassie blue 2,5g, Metanol
450mL,Metanol 450mL Acido acético glacial 100mL e Agua Milli-Q 450mL) por 30 minutos a
temperatura ambiente seguido de tratamento com o descorante (Metanol 450mL,Acido

acético glacial 100mL e Agua Milli-Q 450mL).

Andlise Histdlogica

Apds o segundo tratamento, os animais foram sacrificados, os hepatopancreas
dissecados e fixados em formol tamponado a 10 % por 24 h. O material biolégico foi submetido
a protocolo para processamento histolégico que consistiu em desidratacdo em série de alcool
70°, 80°, 95° e absoluto, por 50 min em cada concentracao. Subsequentemente incorporagao
do xilol por imersdo em solucdo 1:1 de alcool absoluto e xilol P.A, por 50 min e depois em Xilol
P.A (50 min). A amostra foi transferida para parafina liquida a 56 °C (2 x) e incluida a mesma
temperatura. Apds o resfriamento, foram efetuados cortes de 5 um de espessura em um
micrétomo Leica®, modelo RM-2235. As laminas contendo as sec¢cdes foram montadas em

Entellan®. Os cortes foram corados com Tricbmico de Gomori (Tolosa et al, 2003), Azan-
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Heidehnhain-Mallory (Tolosa et al, 2003), Azul de Alcian/PAS (Junqueira e Junqueira, 1983),
Azul de Bromofenol (Pearse, 1960) e Hematoxilina-Eosina (Junqueira e Junqueira, 1983), sendo
escolhido os dois ultimos corantes por permitir melhor visualizacdo das alteragGes

histopatoldgicas.

O material foi analisado em microscépio de luz da marca Leica ® DM - 1000, em
aumento 10 x 15, observandos-se as células que apresentavam alteragcdes morfoldgicas, sendo
efetuada a contagem do nimero de vacuolos por campo e a mensura¢do do didmetro maior
dos vacuolos grandes com auxilio do software LAS 4.0 da Leica ®. As fotomicrografias foram

obtidas com uma camera Leica ® DFC — 295, acoplada ao microscépio.

Andlise Estatistica

Os resultados obtidos foram representados como média, desvio padrdo e coeficiente
de variacdo (%) e comparados com o controle (0%) por ANOVA e Teste de Tukey. Os dados

foram analisados com o auxilio do programa estatistico Primer 6.

3. Resultados
Determinagdo dos niveis hemolinfdticos fisiolégicos de ALT e AST em Cardisoma guanhumi

Amostras de hemolinfa coletadas de 10 animais, foram submetidas a andlise
colorimétrica utilizando-se Kits comerciais para determinacdo das concentragoes
hemolinfaticas de ALT e AST. As concentra¢des de ALT expressas em U/L, variaram entre 136
U/L a 484 U/L para os individuos testados (Tabela 1 e Figura 2A). As concentrag¢des de AST (U/L)
variaram entre 68 U/L a 256 U/L (Tabela 1 e Figura 2A). Os valores médios obtidos para as
concentra¢cdes hemolinfaticas de ALT e AST foram respectivamente X = 204,9 U/L; s2=117,10
U/L; C.V=57,15% e X = 139,4 U/L; s?=65,84 U/L; C.V = 47,24 % (Tabela 1, Figura 2A). As
concentragdes hemolinfaticas de ALT e AST foram também determinadas apds aquecimento da
hemolinfa a 100°C, tratamento que permitiu a desnaturagao proteica e auséncia de proteina

detectavel pela técnica utilizada (figura 2B).

Os animais analisados apresentaram também variagdes quanto ao comprimento entre
37,3 mma 49,28 mm (X = 43,62 mm; s ?=3,56 mm; C.V = 8,17 %), a largura entre 43,78 mm a
58,99 mm (X = 52,02 mm; s 2 =4,60 mm; C.V = 8,83 %) e ao peso Umido total entre 43,24 g a

105,71 g (X = 72,08 g; s 2= 18,45 g; C.V = 25,60%) (Tabela 1).
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Para investigar se as variagdes nas concentracées hemolinfaticas de ALT e AST encontravam-se
associadas as variagdes morfométricas dos animais foram realizadas regressdes lineares. Nao
foram detectadas correlagdes significativas entre o comprimento total dos individuos, peso
Umido total e os niveis de ALT e AST (Figura 3). Os coeficientes de determinacdo encontrados
para relacdo entre comprimento total, peso Umido e concentracdio de ALT foram
respectivamente, R? = 0,038 e R? = 0,041, assim como para o comprimento total, peso umido e
concentragdo de AST foram: R? = 0,074 e R? = 0,0411 (Figura 3). Os dados evidenciam que o
aumento do tamanho e do peso, e consequentemente do crescimento, ndo promove elevagao

dos niveis hemolinfaticos das transaminases ALT e AST em Cardisoma guanhumi.

Embora os valores médios encontrados para as concentracées hemolinfaticas de ALT e
AST tenham sido cerca de 10 vezes mais elevados que os encontrados para humanos, gatos e
cdes e cerca de 4 vezes mais elevados que os encontrados para Tilapias (Almeida et al, 2002), as
variacOes detectadas em C. guanhumi, em condicgGes fisioldgicas, sdo também encontradas nas

diferentes espécies e conferem um coeficiente de variagdo da ordem de 30%.

Indugéo da toxicidade hepatopancredtica por Cloranfenicol

Para avaliar a utilidade da determinacdo das concentracbes hemolinfaticas de ALT e
AST como marcador de toxicidade em Cardisoma guanhumi utilizou-se o tratamento com
Cloranfenicol. O tratamento foi administrado através da membrana artropodial em
concentragdes de 25 mg/Kg e 50 mg/Kg. Os animais foram submetidos a analises
morfométricas e a coleta da hemolinfa realizadas 48 horas apds a administra¢do do antibiético.
Ap0ds esse periodo, o hepatopancreas foi retirado e processado para avaliacdo histopatoldgica.
Nas condi¢des experimentais descritas ndo ocorreram mortes, modificacGes comportamentais
detectdveis e nem varia¢oOes significativas de peso, comprimento e largura total da carapaca
(dado ndo mostrado), ndo sendo observado também processo de ecdise. Entretanto, as células
secretoras apareceram na secgao dos tubulos do hepatopancreas de animais tratados com 50
mg/Kg de Cloranfenicol em maior nimero, com vacuolos secretores de didmetro aumentado e
alguns vacuolos contendo secre¢bes acidofilas (Figuras 4C e 4D). As médias diferiram
significativamente (p < 0,05) para o controle e tratado 2, em relacdo ao numero de vacuolos
por campo (X = 10 e X = 15) (Figura 4E) e ao aumento do didmetro vacuolar (X = 47,37 um e X
= 73,91 um) (Figura 4F), respectivamente. O aumento da vacuolizagdo tem sido reportado

como uma resposta histopatoldgica degenerativa de diversos tecidos em varios organismos
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como mamiferos (Zlotowski et al, 2005), incluindo o homem (Singh et al, 2013); peixes (Thakur
et al, 2011); (Albinati et al, 2009), molusco gastréopode (Cengiz et al, 2005), lagostim (Desouky

et al, 2013) e caranguejo de dgua doce (Schuwerack e Lewis, 2003).

Alteragbes metabdlicas nas células, consideradas degenerac¢des, podem encontrar-se
associadas ao acumulo intracelular de quantidades anormais de substancias. As substancias
acumuladas podem consistir em componentes celulares normais com sintese aumentada,
produtos de sintese anormal do metabolismo ou produtos de biotransformacdo de substancias
exdgenas. Substancias exdgenas sao depositadas quando as células ndo possuem enzimas
necessarias para degrada-la. A deposicdo de Cloranfenicol ou dos seus metabdlitos é possivel
nas células do hepatopancreas dos animais tratados. Entretanto, embora ndo se tenha o
conhecimento sobre a metabolizacdo do Cloranfenicol por crustadceos, ndo esta descartada a
possibilidade do aumento da sintese de proteinas envolvidas em processos de detoxicacdo, e

seu acumulo nos vactolos das células hepatopancreaticas.

Contudo os resultados apresentados da Figura 4 mostram que na concentracdo e na
forma de administracdo testada, o Cloranfenicol foi capaz de induzir alteragdes

histopatoldgicas caracteristica de processos degenerativos nos animais tratados.

Nos animais tratados com Cloranfenicol, nos quais as alteragdes histopatoldgicas foram
evidenciadas, detectou-se elevagdo significativa nos niveis hemolinfaticos de ALT e AST . Entre
os individuos tratados com 25 mg/Kg de Cloranfenicol o aumento nos niveis de ALT foi de cerca
de 4X e nos niveis de AST de cerca de 3X. Entre os animais tratados com 50 mg/Kg o aumento
foi de cerca de 10X e de 5X para ALT e AST, respectivamente. Os dados apresentados na Figura
5 sugerem a utilidade das dosagens hemolinfaticas de ALT e AST como possivel biomarcadores

de toxicidade em Cardisoma guanhumi.
Alteragdo no perfil de proteinas hemolinfaticas

Para investigar se as alteragdes hepatopancredticas promoviam altera¢des detectaveis
no perfil de proteinas hemolinfaticas utilizou-se a eletroforese em gel de poliacrilamida da
hemolinfa de animais controle e tratados com 50 mg/Kg. A determinacdo da concentracdo
proteica por Bradford foi realizada previamente para a normatizacdo da concentracdo de
proteina aplicada em cada poco. Observou-se a presenca de 4 bandas majoritarias na
hemolinfa dos animais controle, equivalentes a 120, 85, 50 e 35 KDa. Na hemolinfa dos animais
tratados com Cloranfenicol as bandas de 120, 85 e 50 KDa nao foram observadas. Entretanto

uma banda de 35 KDa apareceu mais intensificada (Figura 6A). Além disso outra banda de
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25KDa foi observada apenas nos animais tratados. Para melhor visualizacdo das bandas foi
aplicado ao gel a amostra de hemolinfa diluida 10x, 3x e 1x (Figura 5B e 5C). A diluicdo da
hemolinfa dos animais controle em apenas 1x inviabiliza a visualizacdo das bandas equivalentes
a 85 e 50 KDA. A diluicdo da hemolinfa dos animais tratados e controle em 10x permite a
melhor visualizacdo da banda de 35KDa como correspondente a apenas uma cadeia

polipeptidica.

Os dados apresentados na figura 5 evidenciam que a toxicidade induzida por
Cloranfenicol promoveu alteragbes significativas no perfil das globulinas hemolinfaticas. Além
disso, evidencia o aumento da concentracdo de uma cadeia polipeptidica de 35KDa e o

aparecimento de uma banda de 25KDa.

4. Discussdo

Embora em humanos os niveis fisioldgicos de ALT e AST variem entre os individuos em
uma faixa bem préxima, 5-34 U/L e 6-37 U/L, respectivamente. Em diferentes espécies
biolégicas os niveis de AST apresentam-se em faixa significativamente maior que os niveis de
ALT. Reddy e Venugopal (1990) em estudo de toxicidade com fluorito de sédio (NaF) no
caranguejo Barythelphusa guerini, encontrou valores 2 vezes maiores para os niveis AST.
Vijayavel e Balasubramanian (2006) também relatam niveis fisiolégicos mais elevados para AST
guando comparados aos niveis de ALT em outra espécie de caranguejo Scylla serrata. Em ratos
estudo relata niveis 2 vezes maiores para AST (Castello-Branco et al, 2011). Em tilapias os niveis
de AST aparecem 3 vezes maiores que os de ALT (Alves, 2003). Em codornas foi relatado niveis
de AST 10 vezes maiores que ALT (Stanquevis et al,2013). Essas diferencas podem ser
justificadas pela menor especificidade de AST, sendo expressa em musculos, coragcdo e outros
orgdos (Al-Habori, et al, 2002).

Embora os valores médios encontrados para as concentragées hemolinfaticas de ALT e
AST tenham sido cerca de 10 vezes mais elevados que os encontrados para humanos, gatos e
cdes (Gonzdlez et al, 2001) e cerca de 4 vezes mais elevados que os encontrados para Tilapias
(Almeida et al, 2002), as variacGes detectadas em Cardisoma guanhumi, em condi¢cdes
fisioldgicas, sdo também encontradas nas diferentes espécies, conferem um coeficiente de
variagdo da ordem de 30% e ndo oscilam em fung¢do de tamanho e peso. Este é um aspecto
importante na perspectiva de utilizacdo desses biomarcadores para a espécie em questao,
refletindo apenas a necessidade do estabelecimento de uma faixa aceitavel para as condi¢des

fisioldgicas.
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O tratamento com cloranfenicol testado foi efetivo para induzir toxicidade uma vez que
promoveu degeneracao tecidual evidenciada pela menor preservacao celular e vacuolizacdo
tecidual. O aumento da vacuolizacdo tem sido reportado como uma resposta histopatoldgica
degenerativa de diversos tecidos em varios organismos como mamiferos (Zlotowski et al,
2005), incluindo o homem (Singh et al, 2013); peixes (Tharur et al, 2013); (Albinati et al, 2009),
molusco gastropode (Cengiz et al, 2005), lagostim (Desouky et al, 2013) e caranguejo de agua
doce (Schuwerack e Lewis, 2003). Alteracdes metabdlicas nas células, consideradas
degeneracOes, podem encontrar-se associadas ao acumulo intracelular de quantidades
anormais de substdncias. As substdncias acumuladas podem consistir em componentes
celulares normais com sintese aumentada, produtos de sintese anormal do metabolismo ou
produtos de biotransformagdo de substancias exdgenas, que sdo depositadas quando as células
n3o possuem enzimas necessarias para degrada-la (Motta, 2003). E possivel que a secrecio
contida nos vacuolos aumentados, observados nos animais tratados possa ser decorrente da
deposicdo de Cloranfenicol ou dos seus metabdlitos. Entretanto, embora ndo se tenha o
conhecimento sobre a metabolizacdo do Cloranfenicol por crustdceos a outra possibilidade é

gue haja o aumento da sintese de proteinas envolvidas em processos de detoxicagao.

A citotoxicidade do Cloranfenicol, dos seus metabdlitos conhecidos: cloranfenicol
Nitroso-Cloranfenicol (NO-CAP), cloranfenicol-glucoronida (CAP-G) e Cloranfenicol-Base (NAPD)
em humanos (Gross et al , 1982); (Lafarge-Frayssinet et al, 1994) e de outros possiveis ndo
identificados podem justificar as alteragdes nos niveis enzimaticos da alanina aminotransferase
(ALT) e aspartato amino transferase (AST) em C. guanhumi, como consequéncia da agdo
citotéxica do cloranfenicol sobre os hepatdcitos dos individuos analisados. Entre os animais
tratados com 50 mg/Kg o aumento de cerca de 10X e de 5X para ALT e AST respectivamente
sdo compativeis com os aumentos detectados em humanos em quadros patoldgicos como por

exemplo a hepatite medicamentosa e a cirrose (Motta, 2003).

A visualizacao do perfil de proteinas hemolinfaticas por eletroforese nao permitiu a
visualizacdo do aumento de bandas compativeis com o peso molecular das transaminases. A
AST em diferentes espécies tem peso molecular de cerca de 40 KDa (Hayashi et al, 1990) e a
ALT em bois (Ruscak et al, 1982), porcos (Saier e Jenkins, 1967), ratos (Gatehouse et al, 1982) e
Drosophila (Schneider & Chen, 1981) possui peso molecular entre 70 a 125 KDa. Entretanto, a
revelacdo do gel por Comassie ndo permitiria visualizacdo de proteinas ndo majoritdrias. Por
outro lado, a eletroforese de poliacrilamida da hemolinfa dos individuos tratados com a dose
de 50 mg/Kg revelou o aumento significativo de uma proteina majoritaria de 30 KDa. Além

disso o tratamento com Cloranfenicol promove o surgimento de uma banda de 25 KDa.
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Os dados tornam interessante o desenvolvimento de estudos posteriores para a

identificacdo das proteinas da hemolinfa de Cardisoma guanhumi.

Os dados apresentados nesse trabalho demonstraram ainda os riscos potenciais da
utilizacdo de antibidtico como o cloranfenicol em aquicultura. Nos ultimos 50 anos, o cultivo de
espécies aquaticas em condicdes controladas, com o objetivo de aumentar a producao tem
crescido em importancia e atualmente fornece quase 50% da oferta de frutos do mar do
mundo. Em parte, essa expansdo foi possivel devido ao uso de antibidticos, antifungicos e
outros medicamentos veterindrios para controlar doencas e saude dos organismos cultivados
(Morris et al, 2012); (Pruden et al, 2013). Entre os antibidticos utilizados destacam-se:

ampicilina, sulfametazona, estreptomicina, tetraciclina e cloranfenicol (Zhang et al 2013).

No Brasil, o Programa Nacional de Andlise de Residuos de Medicamentos Veterinarios
em Alimentos Expostos ao Consumo Humano (PAMVet), criado pela ANVISA em 2003, em
consonancia com a Comunidade Européia estabeleceu limite zero para o Cloranfenicol
proveniente de organismos cultivados. Embora o posicionamento da legislacdo seja compativel
com os riscos ambientais e para a saude humana. A falta de fiscalizagdo ainda é incipiente nos
cultivos, especialmente nas carciniculturas, tornando vulneravel a agentes téxicos, a biota que

habita os manguezais e ecossistemas adjacentes, como o Cardisoma guanhumi.

Dessa forma, o conjunto de dados apresentados nesse trabalho demonstra a presenga
de AST e ALT na hemolinfa de Cardisoma guanhumi;, caracterizam a possibilidade da realizagao
das dosagem utilizando-se kits comerciais, caracterizam a toxicidade induzida por
Cloranfenicol, mostram a relagdo da deteccdo de hepatotoxicidade por técnicas
histopatoldgicas e bioquimicas e sugerem a utilidade pratica das dosagens hemolinfaticas de
ALT e AST como possiveis biomarcadores de toxicidade em Cardisoma guanhumi com utilidade

no monitoramento ambiental.
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Figura 1. Localidade de amostragem do Cardisoma guanhumi. A) localizacdo geografica de Barra do Jacuipe, Bahia,
Brasil; B) Vista geral do manguezal; C) Toca de Cardisoma guanhumi; D) Cardisoma guanhumi macho.



Individuo CT{mm) LT(mm) PT{g) Valores de ALT (UIL) Valores de AST (UIL)
Controle

01 39,06 46,69 53,41 168 484

02 44,41 54,49 72,49 172 172

03 46,15 54,87 87,11 256 344

04 44,57 53,05 73,15 136 136

08 46,21 55,85 88,09 104 136

06 41,08 48,80 55,84 68 160

07 43,92 50,29 69,93 192 204

08 44,20 53,36 7181 34 140

09 49,28 58,99 105,71 172 136

10 37,30 43,78 4324 92 137
Média 43,62 52,02 72,08 139, 4 2049
Desvio Padréo 3,56 4,59 18,45 65,9 1171
CV{%) 8 17 8,83 25,60 472 57,2

Tabela 1. Valores de comprimento total da carapaca (CT) (mm), largura total da carapaga (LT) (mm), peso umido total (PT) (g),
concentragdo hemolinfatica de ALT(U/L) e AST(U/L), valores médios, desvio padréo e coeficiente de variacdo (%) de 10

individuos analisados de Cardisoma guanhumi.
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Figura 2. Em (A) Concentracdo hemolinfatica média de ALT (em preto) e AST (em branco) expressa em U/L
calculada a partir dos valores encontrados para os 15 individuos da espécie Cardisoma guanhumi Em (B)
concentragdo hemolinfatica média de ALT (em preto) e AST (em Branco) determinadas a 37°C e 100°C.
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Figura 3. CorrelagGes dos parametros biométricos do comprimento total da carapaga (mm) e Peso umido total (g) com ALT(U/L)
e AST(U/L) para os individuos analisados de Cardisoma guanhumi. a) In Comprimento total e In ALT; b) In Peso imido total e In
ALT; c) In Comprimento total da carapaca e In AST; d) In Peso umido total e In AST.
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Figura 4. Em (A) e (B) cortes longitudinais de tubulos hepatopancreaticos de animais controle de Cardisoma guanhumi corados com
azul de bromofenol (A) ou hematoxilina eosina em (B). Em (C) e (D) cortes longitudinais de hepatopancreas de animais tratados com
Cloranfenicol corados com azul de bromofenol (C) ou hematoxilina eosina em (D). Em (E) quantificagdo de niumero de vactolos por campo
observado em laminas preparadas a partir de hepatopancreas de animais controle (barra preta) ou tratados (barra cinza). Em (F) diametro
dos vacuolos observados por campo em laminas preparadas a partir de tibulos de hepatopancreas de animais controle (barra preta) ou
tratados (barra cinza).
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Figura 5. Em (A) e (C) concentragdes hemolinfaticas de ALT (A) e de AST (B) de Cardisoma guanhumi determinadas em 10
animais controle (curva inferior no painel A e C), tratados com 25 mg/Kg de Cloranfenicol (curva intermediaria no painel A e C) ou
tratados com 50 mg/kg de Cloranfenicol (curva superior painel A e C). Em B e D concentragdo hemolinfatica média de ALT (B) e
AST (D) para animais controle, tratados com 25mg/mKg ou com 50 mg/kg de Cloranfenicol.
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Figura 6. Eletroforese em gel de acrilamida de hemolinfa de Cardisoma guanhumi. Em (A) a primeira coluna corresponde
aos padrdes de peso molecular. A segunda, a hemolinfa de animais controle e a terceira coluna a hemolinfa de animais
tratados . Em (B) hemolinfa de animais controle diluida a 10, 3 e 1 vez, primeira, segunda e terceira colunas
respectivamente. Em (C) hemolinfa de animais tratados com 50 mg/kg de Cloranfenicol diluida a 10, 3 e 1 vez, primeira,

segunda e terceira colunas, respectivamente.



5.DISCUSSAO

ALT e AST

O aumento dos niveis das transaminases encontrados nas doses de 25 e
50 mg/Kg de cloranfenicol demonstra a toxicidade deste antibidtico para a
espécie investigada. Weifen et ai (2004) detectou a rapida absor¢cdo de
cloranfenicol pelo camardo Penaeus chinensis, através da avaliacdo das
concentracbes encontradas nos musculos, sendo a meia vida do antibiotico
estimada em 10,04 h. Considerando o valor limite de 0.3 ng/g, permitido
pelos paises europeus para residuos de cloranfenicol para organismos
provenientes de cultivos, Weifem et al. (2004) estabeleceram que a
eliminacdo total do antibidtico aconteceria em 139,7 h em doses ministradas

de 2 mg/g em racdo utilizada em cultivos.

O cloranfenicol € metabolizado em humanos no figado pela conjugacdo com
acido glicurénico, através da acdo da enzima glicuronil-transferase, gerando
seis metabolitos: Nitroso-Cioranfenicol (NO-CAP), cloranfenicol-glucoronida
(CAP-G), Cloranfenicoi-Base (NAPD), Cloranfenicol alcool (HAP),
Dehidrocloranfenicol (DH-CAP) e Dehidrocloranfenicol base (N-PAP). Estes
dois ultimos, formados por enterobactérias intestinais (Lafarge-Frayssinet et
al., 1994).

Embora a identificacdo dos metabdlitos secundarios do cloranfenicol sobre
C. guanhumi ndo tenha sido incluida no escopo deste trabalho, é provavel
que a principal via metabdlica deste antibidtico esteja relacionada ao
citocromo  P- 450, considerando que este grupo de proteinas ja foi
identificada em outros crustaceos (David et al., 2012; Badwin et al., 2009),
incluindo outros decapodes (Degtyarenko, 2014; Koenig et al., 2012), e seu
envolvimento no metabolismo de cloranfenicol (Gross et al, 1982;

Lafarge-Frayssinet et al., 1994), possuindo efeito inibidor neste sistema,
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como ocorre em outros animais (Nunez, 1999).

A citotoxicidade dos metabdlitos do cloranfenicol Nitroso-Cioranfenicol (NO-
CAP}, cloranfenicol-glicuronida (CAP-G) e Cloranfenicol-Base (NAPD) em
humanos (Gross et al.,, 1982); (Lafarge-Frayssinet et al., 1994), podem
provavelmente explicar as alteragdes dos niveis enzimaticos de ALT e AST
em C. guanhumi , como consequéncia da acéo citotéxica do cloranfenicol

sobre os hepatdcitos dos individuos analisados.

Outros  metabdlitos do cloranfenicol,  Cloranfenicol-Base  (NAPD),
Cloranfenicol alcool (HAP), Dehidrocloranfenicol (DH-CAP) e
Dehidrocloranfenicol base (N- PAP) tem acdo comprovadamente mais
genotdéxica em seres humanos, embora possam, quando em altas
concentracles, também ter acdo citotdxica (Lafarge-Frayssinet et al, 1994),
0 que ndo pode ser descartado para a espécie investigada, considerando a

alta dosagem utilizada de 50 mg/Kg.

Os valores de AST foram expressivamente maiores que os de ALT. Reddy
e Venugopal (1990) em estudo de toxicidade com fluorito de sodio (NaF) no
caranguejo Barythelphusa guerini, encontrou valores também maiores para a
AST, assim como Vijayavel e Balasubramanian (2006) para Scylla serrata,
em estudo de toxicidade do naftaleno . Essas variacbes devem estar
associadas a nao especificidade da AST como biomarcador para avaliacdo
de efeitos hepatotoxicos , j& que também é encontrada em musculos,

coracdo e outros orgaos (Al-Habori, et al., 2002).

O aumento dos valores de AST encontrado nos individuos tratados com 25
mg/Kg e 50 mg/Kg de cloranfenicol pode indicar que este agente toxico
possa ter afetado outros 6rgaos dos individuos tratados, 0 que é corroborado

pela diferenca significativa entre os valores iniciais desta transaminase e 0s
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valores encontrados com a dose de 50 mg/Kg (****p<0,01). De fato,
Weifen et al. (2004) encontraram altas concentracdes de cloranfenicol
em musculos de Penaeus chinensis, apos oferta via oral do antibiético

associado a racao.

As transaminases ALT e AST né&o apresentam grandes variacbes entre
individuos normais jovens e adultos da espécie humana (Ruhl e
Everhart, 2013) . Este comportamento também foi observado para C.
guanhumi no presente trabalho, considerando as varidveis comprimento

e peso. Este é um aspecto importante na perspectiva de utilizacao

desses biomarcadores para a espécie em questao .

Histologia

O epitélio do hepatopancreas de Cardisoma guanhumi apresentou 0s
mesmos tipos celulares encontrados para outros crustaceos braquidros
(Stanier et al., 1968; Hopkin e Nott, 1980; Valentin-Neto, 2004, Marcolin

et al. (2005), com quatro tipos celulares: Células embrionarias, fibrilares,

reabsortivas e secretoras

Estes diferentes tipos celulares tem funcbes diferenciadas e podem
alterar sua morfologia e atividade de acordo com o ciclo de vida
(Marcolin et al, 2005). Desta forma, € importante estabelecer que em
estudos com biomarcadores bioguimicas, a exemplo da ALT e AST, os
individuos devem estar na mesma fase do ciclo de vida ,

preferencialmente , na fase de intermuda, quando ha menores alteracbes

fisiologicas.

As células embrionarias sdo pequenas e estdo posicionadas distalmente

nos tubulos hepatopancreaticos e provavelmente originam os demais

tipos celulares (Al-Mohanna e Nott, 1989; Souza e Petriella, 2000, 2001 ;

Vogt, 1994). As células fibrilares estdo associadas a capacidade de
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sintese e secrecdo de enzimas digestivas (Johnston et al., 1998; Al-
Mohanna e Nott, 1989; Ramadevi et al.,, 1990; Vogt, 1994; Souza e
Petriella, 2001 e Marcolin et al, 2005) , enquanto as células de
reabsorcdo e secretoras apresentam as funcdes de absorcédo e secrecao

, respectivamente .

As células secretoras de C. guanhumi tratados com 50 mg/Kg de
cloranfenicol, apresentaram uma intensa vacuolizacdo e aumento do
didmetro dos vacuolos , indicando que o cloranfenicol ocasionou leséo
hepatopancreatica nos individuos tratados com esta dosagem. O
aumento da vacuolizacdo tem sido reportado como uma resposta
histopatolégica de diversos tecidos em varios organismos como mamiferos
(Ziotowski et al., 2005), incluindo o homem (Singh et al, 2013); peixes
(Thakur et al., 2011); (Aibinati et al., 2009), molusco gastropode (Cengiz
et al., 2005), lagostim (Desouky et al., 2013) e caranguejo de agua doce
(Schuwerack e Lewis, 2003).

O aumento da atividade das células secretoras , mostrada através das
técnicas histoquimicas utilizadas , revelou um aumento de secrecdo de
carater acido nos vacuolos das células hepatopancreaticas , e
provavelmente estdo relacionadas a metabolizacdo do cloranfenicol
(Lafarge-Frayssinet et al., 1994). Entretanto, a natureza quimica de
metabolitos e/ou de proteinas de detoxificagdo em C. guanhumi precisa

ser investigada .

Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A AST em diferentes espécies tem peso molecular de cerca de 40 KDa
(Hayashi et al, 1990) e a ALT em bois (Ruscak et al., 1982), porcos
(Saier e Jenkins , 1967), ratos (Gatehouse et al., 1982) e Drosophila

(Schneider e Chen, 1981) possui peso molecular entre 70 a 125 KDa.
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Embora a visualizacdo do gel de poliacrilamida ndo exclua a
possibilidade de aumento nas concentracbes hemolinfaticas de proteinas
com esses respectivos pesos moleculares , a visualizacdo do aumento
ndo é suficientemente nitida. Por outro lado, a eletroforese de
poliacrilamida da hemolinfa dos individuos tratados com a dose de 50
mg/Kg revelou o aumento significativo de uma proteina majoritaria de 35
KDa e o surgimento de uma banda de 25 KDa. Os dados tornam
interessante o desenvolvimento de estudos posteriores para a identificacéo

das proteinas da hemolinfa

E importante ressaltar que os organismos tendem a responder a
situacdo de estresse fisioldgico ou de exposicdo a agentes toxicos ,
com uma rapida transcricdo e traducdo de um complexo de proteinas
altamente conservadas , denominadas "proteinas de estresse" (Heat
Shock Proteins - HSPs) (Locke et al., 1990).

Recentemente , Morones-Ramirez et al. (2013) demonstraram que 0
uso por longos periodos de antibidticos aumentam o0 estresse oxidativo
celular em seres humanos e bactérias. Esta condicdo é conhecida
como fator indutor da sintese de "proteinas de estresse" em diversos
organismos como o homem (Zeng et al., 2013) , peixes (Pinner e

Uner, 2013), dentre outros (Wong et al., 2010).

Dentre estas protéinas, a HSP70 € a mais bem utilizada como
biomarcadora , incluindo seres humanos (Rauch e Gestwicki , 2013;
Kruger et al., 2013; Zeng et al., 2003), moluscos (Medhioub et al., 2013)
e peixes (Ghosh e Ray, 2012); (Cui et al., 2013) ; (Pinner e Uner,
2013) . Em crustaceos decapodes foi isolada e validada como
biomarcadora no camardo Fenneropenaeus chinensis (Luan et al.,
2010) , no lagostim Procambarus clarkii (Celi et al., 2013) e nos
caranguejos Pachygrapsus marmoratus (Madeira et al., 2013) e Eriocheir

sinensis (Sun et al.,2012).
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As proteinas de estresse estdo associadas a diversos mecanismos de
reparacdo celular, como prevencdo de agregacdo de proteinas,
desestruturacdo de complexos proteicos e modulacdo de interagbes proteina-
proteina (Broadley e Hartl, 2009) de onde decorre 0 seu uso como
biomarcadores de estresse fisiol6gico (Cui et al., 2013; Nascimento , 1996;
Nascimento et al., 1996) ou agentes tdxicos, como metais pesados (Bondizio
et al, 2013), agrotoxicos (Ghosh e Ray, 2012) e hidrocarbonetos
(Nascimento et al., 1998).

Recentemente, Consoi-Proch et al. (2010) demonstrou a utilizacdo das
proteinas de estresse para avaliacdo de efeitos do aquecimento global em
organismos aquaticos, incluindo os crustaceos, e Ait- Aissa (2003)
comprovou a convergéncia entre diversos testes de toxicidade e avaliagdo
das proteinas de estresse. Estes estudos confirmam a perspectivas de uso
futuros dessas proteinas para avaliacdo de mdaltiplos agentes agressores

sobre os organismos em diversos ambientes.

Embora o gel ndo permita a clara visualizagdo do aumento da concentragao
da cadeia polipeptidica de 70 KDa também né&o apresenta definicdo para a
exclusdo dessa possibilidade. Além disso, a visualizacdo da banda de 30
KDa nos animais tratados pode representar uma reacdo a situacdo de

stress por aumento da sintese protéica.

Uso do cloranfenicol e osriscos ambientais

Os resultados deste trabalho demonstraram o0s riscos potenciais da
utilizagdo de antibidtico como o cloranfenicol em aquicultura. Estes riscos
sdo ampliados quando se considera a exposicdo crbnica a que C.
guanhumi esta sujeito em seu habitat, considerando o uso constante desse

agente toxico nos cultivos, a cada ciclo, desde a larvicultura a despesca.
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O crescimento acelerado da aquicultura no mundo tem resultado em um
série de problemas ambientais e doencas humanas, gerados pelo uso
indiscriminado de antibiéticos (FAO, 2006; Chang e Liu, 2002), como a
resisténcia de enterobactérias como Salmonella (Carvalho et al., 2009),
de grande interesse sanitario, e outros agentes patogénicos como Vibrio
parahaemolyticus e Aeromonas spp. (Franco et al, 2010) e Eschericha coli

(Pruden et al., 2013).

Os modernos sistemas integrados de aquicultura , onde se aplicam
multiplos tratamentos antibiéticos, como cloranfenicol , ampicilina ,
sulfametazona , estreptomicina e tetraciclina , podem facilitar o
desenvolvimento de resisténcia bacteriana, quando comparado a um
sistema tradicional de aquicultura, tornando o0s viveiros, grandes

reservatérios de cepas resistentes (Zhang et al. 2013).

Embora o uso de antibiéticos tenha sido proibido em varios paises,
inclusive no Brasil, ha falta de fiscalizacdo em grande parte dos paises,
especialmente da Asia, onde ha muitos cultivos de subsisténcia ou de

pequeno porte (Pruden et al, 2013).

Nos ultimos 50 anos, o cultivo de espécies aquaticas em condi¢cdes
controladas, com o objetivo de aumentar a producédo tem crescido
em importancia e atualmente fornece quase 50% da oferta de frutos
do mar no mundo. Em parte, essa expanséao foi possivel devido ao
uso de antibidticos, antifungicos e outros medicamentos veterinarios
para controlar doencas e saude dos organismos cultivados (Morris et

al.,2012); (Pruden etal.,2013)..

Embora a Comunidade Europeia (EC) estabeleca critérios rigidos para

comercializacdo de organismos cultivados em relagdo a salubridade,
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dados recentes mostram a fragilidade dos parametros
estabelecidos, devido a particularidade dos cultivos em todo o mundo
(Morris et al, 2012) . O cloranfenicol esta incluido pela EC na classe de

tolerancia zero de residuos em organismos cultivados e comercializados.

No Brasil, o Programa Nacional de Analise de Residuos de
Medicamentos Veterinarios em Alimentos Expostos ao Consumo Humano
(PAMVet), criado pela ANVISA em 2003, estabeleceu também o limite

zero para o cloranfenicol proveniente de organismos cultivados.

Apesar do Brasil ter uma legislacdo compativel com o0s riscos
ambientais e para a saude humana do cloranfenicol h4 cerca de 10
anos, a falta de fiscalizacao ainda € incipiente nos cultivos, especialmente
nas carciniculturas, tornando vulneravel a agentes toxicos, a biota que
habita 0os manguezais e ecossistemas adjacentes , como o Cardisoma

guanhumi.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

1. A validacdo das enzimas ALT e AST como biomarcadores em
Cardisoma guanhumi para avaliagdo da toxicidade do antibidtico
cloranfenicol , estabelece perspectivas para seu uso na investigacéo
dos riscos do uso de outros antibidticos similares em aquicultura,
sobre a biota que habita manguezais e outros ecossistemas
adjacentes, especialmente a carcinofauna que representa o topo
das comunidades bentbnicas , e que se liga diretamente as
comunidades nectdnicas , que incluem os peixes de importancia

impar como recurso alimentar .

2. A utilizacdo desses biomarcadores podera ser também importante
na avaliagdo in situ da toxicidade de diversos produtos de uso
veterinario no plantel de crustaceos durante o cultivo, a exemplo
do Litopenaeus vannamei, como indicadores de saude destes

organismos.

3. A avaliacao histolégica mostrou ser imprescindivel na confirmacéo
de danos no hepatopancreas de C. guanhumi , sob o efeito do
antibidtico cloranfenicol, validando a consequente resposta citotoxica

do agente, revelada pelas alteraces das transaminases ALT e AST.

4. Embora outros tecidos de C. guanhumi ndo tenham sido avaliados no
presente estudo, os valores significativamente maiores de AST em
relacdo a ALT, precisam ser melhor investigados, objetivando avaliar a

toxicidade do cloranfenicol em outros érgdos desta espécie.

5. O aumento da concentracdo hemolinfatica da proteina com peso
molecular de 30 KDa e o surgimento da banda de 25 KDa
observados nos individuos tratados com cloranfenicol, precisa ser

melhor investigada quanto a sua identidade e funcdes.
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6. A associacao entre avaliacdo bioquimica, histologia e proteinas de
estresse, formando uma triade ecotoxicolégica, podera representar

uma promissora perspectiva para avaliacbes de toxicidade em

crustaceos decapodes.
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