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PALERMO, Francine .Fernandes. Bioacumulacéo e os efeitos do niqguel em uma
espécie de peixe neotropical. 2012. 89 f. Dissertagdo (Programa de Pos-
Graduagao em Ciéncias Biologicas) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2012.

RESUMO

Com a crescente poluigdo aquatica, muitos contaminantes vém causando efeitos
deletérios nos organismos devido a sua persisténcia no ambiente e seu potencial de
acumulagdo na biota, dentre eles destacam-se os metais. Estes podem ser
essenciais ao metabolismo de organismos vivos, e, ao mesmo tempo, dependendo
de suas concentragdes, altamente toxicos. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi
determinar o acumulo de niquel em diversos tecidos do peixe neotropical
Prochilodus lineatus e caracterizar os efeitos deste metal em parametros de estresse
oxidativo, conteudo de metalotioneinas e na integridade da molécula de DNA
utilizando para tal, biomarcadores bioquimicos e genéticos. Juvenis de P. lineatus
foram submetidos a trés diferentes concentragdes de niquel (0,025, 0,25 e 2,5 mg.L
") ou somente agua (grupo controle), em testes semi-estaticos por 24 e 96 h com
renovagdo total da agua. Apds cada periodo de exposicdo os peixes foram
anestesiados para a coleta de sangue e mortos por sec¢ao medular para a retirada
dos 6rgdos. Para quantificar o acumulo tecidual do niquel foram utilizados as
branquias, figado, rim e musculo. Para as analises bioquimicas foram utilizadas as
branquias e figado, a fim de determinar a atividade da glutationa S-transferase
(GST), superoéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx),
glutationa redutase (GR), bem como a peroxidagao lipidica (LPO), o conteudo de
glutationa reduzida (GSH), e metalotioneinas (MT). Para as analises genéticas foram
utilizadas células sanguineas e branquiais a fim de verificar possiveis danos no DNA
através do ensaio do cometa. Verificou-se que o acumulo de Ni foi maior no rim,
seguido pelo figado e branquias, sendo que o musculo foi o tecido que menos
acumulou Ni. Em relacdo aos peixes do grupo controle verificou-se que o conteudo
de MT aumentou nos peixes expostos ao Ni, nos dois tempos experimentais, tanto
nas branquias quanto no figado. Com relagdo as enzimas antioxidantes nas
branquias, houve aumento das atividades da SOD, CAT, GPx, GR e GST. No
figado, houve inibicao da atividade da SOD e CAT e ocorréncia de peroxidagcao
lipidica. Verificou-se aumento na frequéncia de danos no DNA das células
sanguineas e branquiais dos peixes expostos ao Ni. Com este trabalho evidencia-se
que a concentragdo maxima de Ni permitida pelo legislagdo brasileira (Resolugéo
CONAMA 357, 2005) para aguas doces (0,025 mg Ni.L™) ndo é segura para P.
lineatus podendo ocasionar danos oxidativos e danos no DNA, comprometendo
assim a saude desta espécie.

Palavras-chave: Biomarcadores. Defesas antioxidantes. Ensaio do cometa
estresse oxidativo. Genotoxicidade. Prochilodus lineatus.



PALERMO, Francine .Fernandes. Bioaccumulation and effects of nickel in a
neotropical fish species. 2012. 89 f. Dissertation (Master's degree in Biological
Sciences) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2012.

ABSTRACT

With increasing water pollution, many contaminants are causing deleterious effects
on organisms due to their persistence in the environment and its potential to
accumulate in biota, among them stand out from the metals. These may be essential
to the metabolism of living organisms, and at the same time, depending on their
concentrations, highly toxic. Therefore, the objective was to determine the
accumulation of nickel in various tissues of the neotropical fish Prochilodus lineatus
and characterize the effects of this metal in oxidative stress parameters,
metallothionein content and integrity of the DNA molecule using for that purpose, and
biochemical biomarkers genetic. Juveniles of P. lineatus were submitted to three
different concentrations of nickel (0.025, 0.25 and 2.5 mg I-1) or water alone (control
group) in semi-static tests for 24 and 96 h with total renewal of water. After each
exposure period the fish were anesthetized to collect blood and killed by spinal
section for the removal of organs. To quantify the tissue accumulation of nickel were
used gills, liver, kidney and muscle. For biochemical analysis were used gills and
liver in order to determine the activity of glutathione S-transferase (GST), superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx), glutathione
reductase (GR) and and lipid peroxidation (LPO), the content of reduced glutathione
(GSH), and metallothionein (MT). For the genetic analyzes were used gill blood cells
and to verify possible DNA damage by comet assay. It was found that Ni was greater
accumulation in the kidney, followed by the liver and gills, and muscle tissue that has
been accumulated less Ni. In relation to the fish in the control group it was found that
the content of MT in fish exposed to increased Ni in both experimental times, both in
the liver as gills. Regarding the antioxidant enzymes in the gills, there was increased
activity of SOD, CAT, GPx, GR and GST. In the liver, there was inhibition of SOD and
CAT and the occurrence of lipid peroxidation. An increase in the frequency of DNA
damage of blood cells and gill of fish exposed to Ni. This work shows that the
maximum concentration of Ni allowed by Brazilian legislation (CONAMA Resolution
357, 2005) for fresh water (0.025 mg Ni.L-1) is not safe for P. lineatus may cause
oxidative damage and DNA damage, thus compromising the health of this species.

Keywords: Antioxidant defenses. Biomarkers. Comet assay. Genotoxicity.
Oxidative stress. Prochilodus lineatus.



Artigo

Tabela 1 —

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 —

Tabela 5 —

LISTA DE TABELAS

Parametros fisicos e quimicos da agua analisados durante o

periodo experimental (24 € 96 h) .....ccooeiiiiiiiiiiie e

Concentracdo de niquel total e dissolvido (mg.L™") na agua dos
aquarios contendo as concentragbes nominais de Ni
correspondentes a 0 (CTR), 0,025, 0,25 e 2,5 mg.L”, nos

periodos de 0,24, 48,72 € 96 N.....cooovvvniiiiiiiiic e

Frequéncia média de nucledides danificados observados em
cada uma das classes do cometa (0, 1, 2 e 3) e numero de
nucledides danificados (média + EP) nos eritrocitos de
Prochilodus lineatus expostos a 0,025, 0,25 e 2,5 mg.L" de

niquel ou somente a 4gua (CTR), durante 24 e 96 h.........ccceeeeeeeee

Frequéncia média de nucledides danificados observados em
cada uma das classes do cometa (0, 1, 2 e 3) e numero de
nucledides danificados (média £ EP) nas células branquiais de

Prochilodus lineatus expostos a 0,025; 0,25; 2,5 mg.L™" de niquel

ou somente a agua (CTR), durante 24 e 96 h...........cccoooeeiiiiriiinnnnnnnn.

Resultados obtidos para P. lineatus expostos a 0,025; 0,25 e 2,5
mg.L™" de niquel por 24 e 96 h. Os sinais =, A e W indicam,

respectivamente, auséncia de diferenca, aumento ou redugao

significativa em relagao ao respectivo controle ...............cccoeevvvnnnnnnnnn.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Diagrama das possiveis rotas e destinos dos metais depois de
absOrvidOS PEIOS PEIXES .....uvuuiiiie et
Figura 2 — Exemplar de juvenil de Prochilodus lineatus .............ccccovvvvviiiiiiieieeeeeeens
Figura 3 — Diagrama esquematico da entrada dos metais em células
eucaridticas. Vide explicagao dos numeros no texto..........cccceeeeeeennnnn..e.
Figura 4 — Representacdo esquematica de danos celulares causados por
espécies reativas de oxigénio mostrando que os xenobidticos.
podem induzir a formagao de espécies reativas de oxigénio, as
quais podem causar danos a proteinas, lipidios e DNA, caso as
defesas antioxidantes celulares ndo sejam capazes de
neutralizar seus efeitos. O, - anion superoxido; H,O, - perdxido
de hidrogénio; OH - radical hidroxil; SodMn - superdxido
dismutase-manganés; SodCuZn - superoxido dismutase-
cobre/zinco; GPx - glutationa peroxidase; CAT — catalase ....................
Figura5 — efesas antioxidantes apdés a entrada do xenobidtico no
organismo. ERO - espécie reativa de oxigénio; SOD- superéxido
dismutase; CAT- catalase; GPx - glutationa peroxidase; GSH —
glutationa reduzida; GSSG - glutationa oxidada; GR - glutationa
redutase; GST - glutationa S-transferase; O," - anion radical
superoéxido; H,O; - peréxido de hidrogénio; *OH -radical hidroxil;
G6PDH - glicose 6 fosfato desidrogenase .............cccccoeeeeiiiiiieiiee e,
Figura 6 — Processo de lipoperoxidagdo. A abstragdo de atomos de
hidrogénio de um &cido graxo polinsaturado (neste esquema
representado por trés ligagdes duplas) leva a formacdo de um
dieno conjugado por rearranjo molecular. Esta molécula pode
sofrer o ataque de oxigénio, formando um radical peroxil. Este
radical pode continuar o ciclo de lipoperoxidacdo através da
abstracdo de atomos de hidrogénio de cadeias polinsaturadas
proximas, transformando-se em um peréxido lipidico ........ccoeeeeeeeeeennee.
Figura 7 — Diagrama com as possiveis vias de agdes dos metais até o DNA

e seus efeitos. ERO: Espécie reativa de oxigénio..............ccoevvvvrvrunnnnnn..



Figura 8 — Danos nos eritrécitos verificados pelo ensaio do cometa. A)
Classe 0 (sem danos aparente), B) Classe 1 (cauda curta menor
que o diametro do nucleo), C) Classe 2 (comprimento da cauda
correspondendo a uma ou duas vezes o didmetro do nucleo), D)
Classe 3 (comprimento da cauda maior que o dobro do didmetro

(o (o T o ¥ ox [=To ) PP
Artigo

Figura 9 — Concentragdo de niquel (ug.g™' tecido seco) nos tecidos: rim (A)
figado (B), branquias (C) e musculo (D) de Prochilodus lineatus
expostos apenas a agua (CTR) e 0,025; 0,25 e 2,5 mg.L" de
niquel durante 24 e 96 h. As barras representam as médias e as
linhas verticais o erro padrado. Letras diferentes representam
diferencgas significativas entre as concentragbes para 0 mesmo
tempo experimental (P £ 0,05)...cccuieiiiiii e

Figura 10 —Concentracdo de metalotioneina no figado (A) e nas branquias
(B) de Prochilodus lineatus expostos apenas a agua (CTR) e
0,025; 0,25 e 2,5 mg.L™ de niquel durante 24 e 96 h. As barras
representam as médias e as linhas verticais o erro padréao.
Letras diferentes representam diferengas significativas entre as
concentragdes para o mesmo tempo experimental (p < 0,05)................

Figura 11 —Atividade da SOD (A), CAT (B), GPx (C) no figado de
Prochilodus lineatus exposto apenas a agua (CTR) e 0,025; 0,25
e25 mg.L'1 de niquel durante 24 e 96 h. As barras representam
as médias e as linhas verticais o erro padrao. Letras diferentes
representam diferencas entre as concentracbes para o mesmo
tempo experimental (P £ 0,05)....ccuiuiiiiiii e

Figura 12 —Atividade da SOD (A), CAT (B), GPx (C) nas branquias de
Prochilodus lineatus expostos apenas a agua (CTR) e 0,025;
0,25 e 2,5 mg.L" de niquel durante 24 e 96h. As barras
representam as médias e as linhas verticais o erro padréo.
Letras diferentes representam diferencas entre as concentracoes

para o mesmo tempo experimental (p < 0,05)........cccovviiiiiiieiiiiiiiiiin,



Figura 13 —Atividade da GST (A) e GR (B) hepatica e conteudo hepatico de
GSH (C) em Prochilodus lineatus expostos apenas a agua (CTR)
e 0,025; 0,25 e 2,5 mg.L™" de niquel, durante 24 e 96h. As barras
representam as médias e as linhas verticais o erro padréo.

Letras diferentes representam diferencas entre as concentracoes

para o mesmo tempo experimental (p < 0,05).........ccooviiiiiiiiieeeeeennn.

Figura 14 —Atividade branquial da GST (A) e GR (B) e conteudo branquial
de GSH (C) de Prochilodus lineatus expostos apenas a agua
(CTR) e 0,025; 0,25 e 2,5 mg. L™ de niquel durante 24 e 96h. As
barras representam as meédias e as linhas verticais o erro

padrao. Letras diferentes representam diferencas entre as

concentragdes para o mesmo tempo experimental (p < 0,05)............

Figura 15 —Conteudo de MDA no figado (A) e nas branquias (B) de
Prochilodus lineatus expostos a somente a agua (CTR) e 0,025;
0,25 e 2,5 mg.L" de niquel durante 24 e 96h. As barras
representam as médias e as linhas verticais o erro padréo.

Letras diferentes representam diferengas significativas entre as

concentragdes para o mesmo tempo experimental (p < 0,05)............

Figura 16 —Escores meédios de danos em células sanguineas (A) e
branquiais (B) de Prochilodus lineatus expostos a somente a
agua (CTR) e 0,025, 0,25 e 2,5 mg.L™" de niquel durante 24 e 96
h. As barras representam as médias e as linhas verticais o erro
padrdo. Letras diferentes representam diferencas significativas

entre as concentragdes para 0 mesmo tempo experimental (p <



SUMARIO

1 INTRODUGAO GERAL ...t 13
1.1 CONTAMINAGAO AQUATICA ....etiieet ettt e e e e e e e et e e e e e eae e e eaae e e eaaeeeeaneees 13
1.2 CONTAMINAGCAO POR IMETAIS ..euiiiiiieeiieeeie e e et e e e et e e e e e e e e e eaae e e eaaeeeeaneees 14
IR T N [ 10 PP PPPPPPPPPPP 17
1.4 BIOINDICADORES.....cuuuuuiiteeaeeeeeiutunaaeeaeeeeeeannnn e aaaaaeeeaeannnnnaeaeaeeeeeesnnnnaaeaaaaeenennns 18
1.5 USO DE PEIXES COMO BIOINDICADORES.........uuuuiieeeeeeeeeeiunnaaaaeeeeeeeeennnnnaaaaeeeaeenees 19
1.6 MODELO EXPERIMENTAL: PROCHILODUS LINEATUS .....cuuiiiiiiiieeeeeeiiiiiiiiieeeeeeee e 19
1.7 BIOMARCADORES .....cceeeiiiiiittiteieeeeeeeesssassssseeeeeaeaeesaaassssseeaeeaaesessaasssssaneeaaeeeesanns 21
1.7.1 Estresse Oxidativo e Defesas Antioxidantes .............cccoooeeiriiiiiiiiiiiiieeeenennes 23
1.7.2 Peroxidagao LipidiCa ......coeuiieeiiiie e eeeeeees 27
A T B 7= o o 1= o o T I 1 29
1.7.4  MetalotiON@INAS .....coo it eeeeees 31
2 OBUIETIVOS .t 32
2.1 OBUETIVOS GERAIS ...ttt e e e e e ettt e e e e ettt e e e e e e e s e et e e e e e e e nnnnees 32
2.2 OBUETIVOS ESPECIFICOS ....uviiiiiieeeeeeciiieeeee e e e e e e e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e nnnnnnnees 32
G T L = I [T P 33
G T I [N =T 01U 07\ T 34
3.2 MATERIAL E METODOS. ...cciiiiieeeeiieiiiteieeeeee e e e e et eeeeaeaesssnnnsbaeeeeaaeeessannnssaeeeeaens 36
00t B Y o1 o = S 36
3.2.2 Testes de Toxicidade € AMOSIragem ........coooeeeeiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeee e 37
3.2.3 Determinacao de Niquel N0S TECIAOS.......cccevvviiiiiiiiiiie e 38
3.2.4  AnAliSES BiOQUIMICAS. ... .iiiiiiie e e et e e e e e e e aeees 38
3.2.4.1 Defesas antioXidantes ..........ooooiiiiiiiii e 38
3.2.4.2 PeroxXidagao lHPidiCa ........ccevviiiiiiiiiiee e 39
3.2.4.3 Conteudo de metalotioneinas...........coooveeeeeeiee i 40
3.2.4.4 Concentragao de proteina............uiiieiieiiiiiiiiice e 40
3.2.5 ENSaio dO COMELa ......uuiii e 40
3.2.6  Analises EstatistiCas..........ccovviiiiiiiiii e 42
3.3 RESULTADOS ..ciieieiiiitit ettt e e ettt e e e e e e e ettt e e e e e e e s et eeeeaee e e e e nnbrnneeeaens 42

3.3.1  Par@metros da AQUa..........coooe oo, 42



3.3.2 Concentracdo de Niquel Na AQUA..........ooioiee oo, 43

3.3.3  Acumulo de Niquel NOS TECIAOS ......uiiiiiiiie e 44
3.3.4  MetalotioN@INAS ... 46
3.3.5  Defesas AntioXIAaNtes ... ..o e 47
3.3.6  Peroxidagao LipPIidiCa .......ccccvuuiiiiiiiiie e 51
3.3.7 DANOS NO DN A e 51
Bid  DISCUSSAD. ettt e 54
B D A GRADECIMENTOS ettt e et 63
REFERENCIAS . ..ot e e e ettt e e e et e et e et e et e et e reerae e, 64
CONCLUSOES GERAIS ..o 72

REFERENCIAS . ...cce oo ettt 74



13

1 INTRODUCAO GERAL

1.1 CONTAMINACAO AQUATICA

A crescente urbanizacio e industrializacdo nas ultimas décadas tém
gerado consequéncias indesejaveis aos ecossistemas. Dentre as atividades
antropicas que geram essas alteragbes destacam-se as atividades domésticas,
industriais e agricolas, que sdo as maiores responsaveis pelo aumento dos niveis de
contaminantes no ambiente aquatico (BINEY, 1994; COONEY, 1995; CAJARAVILLE
et al., 2000; ZAGATTO, 2006; FREIRE et al., 2008).

Nos ultimos anos a preocupagao com a contaminagao aquatica vem
recebendo mais atengao tanto das autoridades quanto de pesquisadores, pois 0
comprometimento de nossos recursos hidricos acaba por comprometer também
nossa existéncia. Segundo Tundisi (2003) a agua é o bem natural mais importante e
sua auséncia exterminaria a vida na terra, pois € ela que determina a dinamica da
natureza e participa de todos os ciclos ecoldgicos; € o meio de sobrevivéncia de
varias espécies aquaticas uteis ao homem e participa ativamente dos ciclos
biogeoquimicos, proporcionando uma grande diversidade bioldgica.

Os ecossistemas aquaticos sao considerados receptores finais de
contaminantes liberados no ambiente. A pratica de langar poluentes nos recursos
hidricos foi, por muito tempo, considerada a mais barata, pratica e eficiente para
eliminar os despejos e residuos (MASON, 1996). Entretanto, esta pratica gera
grandes quantidades de substancias toxicas e prejudiciais a toda biota que se
encontra naquele meio, e como consequéncia gera danos irreversiveis aos
ecossistemas aquaticos.

Os contaminantes podem entrar no ambiente aquatico por vias
diferentes, caracterizando assim dois tipos de poluicdo: pontual ou difusa (GUEDES,
2011). A poluicdo pontual tem origem especifica, em determinado ponto do corpo
hidrico, e os poluentes encontram-se em elevadas concentracdes, sdo exemplos
desse tipo de poluigdo os despejos domésticos, industriais e urbanos. Ja na poluigéo
difusa os contaminantes estao dispersos ao longo do rio, ndo havendo um local
especifico de origem, e como exemplo temos o escoamento superficial, que pode ter

origem agricola ou urbana. A concentracdo de material tdxico proveniente da
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poluicao difusa apresenta-se mais baixa quando comparada com a primeira, mas

esta sujeita ao acumulo progressivo com o passar do tempo.

1.2 CONTAMINACAO POR METAIS

Com o aumento das atividades antropicas e consequente aumento
da poluicdo aquatica os diversos poluentes passam a integrar os corpos d’aguas de
forma constante, e a contaminagdo da agua por metais € uma das que tem trazido
maiores preocupacgdes aos pesquisadores e 6rgaos governamentais envolvidos no
controle de poluicdo (OLIVEIRA et al., 2001). Como consequéncia da liberacao de
metais pode-se citar os danos e prejuizos que eles causam a vida animal e vegetal,
ocasionando mudancgas tanto na riqueza quanto na composicdo das espécies
(BERVOETS et al., 2003; JARDIM, 2008). Apesar de também agir como
poluentes, alguns metais apresentam papel fundamental para a realizagdo das
funcdes vitais nos organismos, sdo os chamados metais essenciais, que, em
pequenas quantidades, sdo necessarios para o bom funcionamento desses animais,
possuindo importante papel no metabolismo desses organismos. Quando
encontrados em niveis excessivos, tais elementos podem ser extremamente téxicos.
Sao elementos essenciais, cobalto (Co), cromo (Cr), cobre (Cu), iodo (l), ferro (Fe),
manganés (Mn), molibdénio (Mo), niquel (Ni), selénio (Se) e zinco (Zn), que
geralmente sdo usados em processos cataliticos ou em reacdes redox. Outros
metais ndo exercem fungdo nenhuma no interior dos organismos, e sua acumulagao
pode provocar diversos disturbios no seu funcionamento.

A entrada de metais na agua e sedimentos pode acontecer de forma
natural ou antropogénica. Na primeira, eles podem ser disponibilizados para o meio
através de erosdes, intemperismo, e erupgdes vulcanicas. Ja na segunda, através
das atividades industriais e agricolas, e podem ser encontrados em ambiente
aquaticos oriundos das descargas direta de efluentes, escoamento superficial e
lixiviacdo e também na atmosfera, provenientes dos residuos de incineracdes,
queimas, vapores de soldagens e chuva acida (AGUIAR et al., 2002).

Uma vez langado no meio esses metais podem permanecer e se
acumular no ambiente, pois ndo possuem propriedades biodegradaveis, e assim,
permanecem no ecossistema podendo ser absorvidos pelos animais e vegetais que

ali se encontram, e podem provocar intoxicagcdes ao longo da cadeia alimentar
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(PEREIRA & EBECKEN, 2009). Os metais podem se acumular no solo e sedimento,
podendo assim, potencializar sua toxicidade. O processo de bioacumulagao direta
ou indireta de metais tragos nos organismos aquaticos é significante, podendo afetar
a cadeia alimentar e provavelmente atingindo os peixes (BAIRD, 2002; TAGLIARI et
al., 2004; MARTINEZ-LOPEZ et al., 2005; BURATINI & BRANDELLI, 2006).

No meio aquatico os metais podem passar por diversas alteracdes
quimicas e o processo pelo qual se determina a forma que ele sera encontrado
denomina-se especiagao. Esta determinara a disponibilidade desses metais para a
biota que ali vive, e assim, dependendo da forma com que o organismo absorve este
metal, ele pode ser benéfico ou ndo (BIANCHINI et al., 2009). Os metais podem ser
encontrados livres e dissolvidos, como ions metalicos mono ou polivalentes
hidratados; complexados, junto a matéria organica e inorganica; adsorvidos, junto a
particulas em suspensdo, componentes organicos e inorganicos suspensos na
coluna d’agua; ou insoluveis, como sulfetos e carbonatos, e que passam pelo
organismo sem causar grandes danos (BAIRD, 2002)

Existem alguns fatores quimicos e fisicos da agua que podem
interferir no processo de especiacdo e modificam a toxicidade dos metais. S&o eles:
pH, oxigénio dissolvido, dureza, temperatura, matéria organica, salinidade (HEATH,
1995; PAQUIN et al., 2000; BIANCHINI et al., 2009). Outro fator que determina a
biodisponibilidade dos metais para os organismos vivos € a capacidade que estes
possuem de absorgao do metal, e esta ira depender das caracteristicas e biologia de
cada espécie, sendo que, fatores como idade, tamanho, fase de desenvolvimento e
estagio de maturacdo gonadal sdo determinantes para estabelecer a toxicidade do
metal em cada espécie (ATLI & CANLI, 2007; DI GIULIO & HINTON, 2008).

Um caso que chamou a atencdo do mundo com relacdo a
intoxicagcao por metais foi o caso da Baia de Minamata no Japao em 1932, onde
milhares de pessoas ficaram intoxicadas por metil-mercurio, ocasionando muitas
mortes e consequéncias drasticas até nos dias de hoje. Neste caso, ocorreu
biomagnificagdo de mercurio através da cadeia tréfica e como consequéncia a séria
intoxicagao de seres humanos que se alimentavam de peixes contaminados. Depois
desse acidente o mundo se viu obrigado a controlar os teores de metais nos
ambientes aquaticos (VASQUEZ, 1999).

Como consequéncia da interagado entre metais e organismos pode-

se listar alguns disturbios relacionados aos mecanismos fisioldgicos e bioquimicos



16

de peixes, que sao importantes para o equilibrio do ecossistema (ATLI & CANLI,
2007; BASHA & RANI, 2003). Quando os peixes sao expostos aos metais pode
ocorrer 0 aumento da geragao de espécies reativas de oxigénio (ERO), que podem
ocasionar estresse oxidativo, e algumas disfungdes osmorregulatorias associadas
com a inibigado de determinadas enzimas e danos aos tecidos (AHMAD, 1995).

Os metais podem ser absorvidos pelos peixes por diversas formas,
tais como através da pele, pelas branquias, via alimentagdo ou via tomada de agua,
no caso dos peixes marinhos. Quando absorvidos, esses metais podem se ligar a
proteinas e serem transportados pelo sangue, podendo acumular nas branquias,
tecidos adiposos, rins, musculos e figado. No figado e no rim os metais podem
sofrer detoxificacdo para serem eliminados através de metabdlitos. Estes ultimos
poderao ser excretados via pele, através da producdo de muco; via branquias; via
figado, através de fezes; e via rim, pela urina. A excregao via fezes e urina € mais

significativa do que as duas primeiras vias (HEATH, 1995) (Figura 1).

Figura 1 —Diagrama das possiveis rotas e destinos dos metais depois de absorvidos
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1.3 NiQUEL

O niquel (Ni) € um dos maiores constituintes da crosta terrestre e
seus sais sd0 altamente soltveis. E um metal branco-prateado, ductil, maleavel que
corresponde ao 24° metal mais abundante da Terra, e o sulfeto é o principal mineral
utilizado, contribuindo com mais de 90% do niquel extraido (SILVA, 2001). O Ni é
um metal essencial ao homem, animais e plantas, mas em excesso acaba por ser
prejudicial (MALIK et al., 2010). Pequenas quantidades de niquel sdo essenciais
para o crescimento normal e reproducdo em algumas espécies animais, significando
que este metal pode também ser considerado como um oligoelemento (WOO et al.,
de 2009). Nos animais € importante no crescimento, reprodugao, metabolismo do Fe
e Zn e para hematopoiese (EVANGELISTA, 2000; COZZOLINO, 2005). Para as
plantas o Ni é essencial para a sintese de urease, atuando como cofator desta
enzima que catalisa a reagcdo de hidrélise da uréia a duas moléculas de aménia e
uma de diéxido de carbono (HAUSINGER, 1993). O Ni, em altas concentragcdes nas
plantas, acaba por inibir a fotossintese e a respiragdo (DORDAS et al., 2001).

Dada sua grande resisténcia mecanica a corrosao e a oxidagao o Ni
€ muito utilizado para proteger pecas metalicas, e esta niquelagem é feita através do
processo de galvanoplastia. Pode ser utilizado também em ligas ferrosas, material
militar e na fabricagdo de moedas (SILVA, 2001); e € amplamente utilizado nas
atividades industriais, tais como: mineragdo, metalurgia, siderurgia e fabricagao de
baterias niquel-cadmio, que pode resultar em residuos com descargas diretas na
agua e ar (GALVIN, 1996).

O niquel forma uma grande quantidade de compostos e complexos
com numero de oxidacao variando de "1 a "4, sendo que o estado de oxidagéo 2 é o
mais comum. Os sais de cloreto, nitrato e sulfato de Ni sdo altamente solluveis. Em
aguas naturais aeradas, os anions que limitam a solubilidade deste metal sdo os
fosfatos, carbonatos e hidroxidos. Nas aguas que possuem pH alcalino, os
compostos de Ni com hidroxidos sdo soltveis, mantendo a concentragdo de Ni*?
(WHO 2001; CHAU & KULIKOVSKY-CORDEIRO 1995).

Grandes quantidades de Ni sdo eliminadas através das atividades
antropogénicas e s&o liberadas diretamente nos corpos hidricos, ultrapassando
assim, o limite maximo permitido por lei. De acordo com a Resolugado CONAMA n°

357 de 2005, a concentracdo limite de Ni para as aguas doces é de 0,025 mg.L™.
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Alguns trabalhos ja relataram que a concentragcdo de niquel ultrapassou a permitida
acarretando danos ao meio e a biota (RIETZLER et al., 2001; UNIVILLE, 2004).

Ha poucas referéncias bibliograficas sobre a toxicidade do Ni, e
aquelas disponiveis referem-se principalmente aos efeitos para mamiferos. Alguns
estudos ja demonstraram que o Ni pode ser carcinogénico (VALKO, et al., 2006;
SIMOES, 2007), capaz de induzir aberragbes cromossdémicas em células nos seres
humanos e outros mamiferos (COEN et al., 2001). Para animais aquaticos Leonard
e colaboradores (2011) estudaram a relagédo entre a salinidade e toxicidade do Ni,
tanto aguda como crbnica, para dois crustdceos marinhos. Neste estudo
constataram que a salinidade protege contra a toxicidade aguda do Ni, ja a crénica
no entanto, é independente da salinidade. Outros autores verificaram que o Ni
interfere na fisiologia de diferentes espécies de peixes (VALKO et al., 2006;
VINODHINI e VARAYANAN, 2009; MALIK, 2010; PARTHIBAN e MUNIYAN, 2011).

1.4 BIOINDICADORES

Devido as intensas descargas de poluentes e compostos quimicos
provenientes de atividades antropogénicas nos ambientes aquaticos foi necessario
criar um método para avaliar as condicdbes ambientais desses ambientes frente a
presenca desses xenobidticos. Para tal, muitas espécies animais sao utilizadas com
esse fim, determinando assim o uso de bioindicadores para inferir a qualidade do
ambiente em que se encontra.

Autores como Goulart & Callisto (2003), Arias e colaboradores
(2007), e Buss (2008) relatam que as metodologias tradicionais de analises fisicas,
quimicas e bacteriolégicas da agua nado sdo suficientes para a avaliagdo de
impactos ambientais em ecossistemas aquaticos, e que essas técnicas apresentam
algumas desvantagens, tais como nao possuir carater preditivo de uma possivel
mudanga da qualidade da agua sobre as comunidades biologicas; serem pouco
eficientes na deteccdo de alteracbes na diversidade de habitats e microhabitats;
apresentarem descontinuidade temporal e espacial das amostras; nao detectarem
mudancas sutis do meio pelas analises feitas em diferentes momentos. A fim de
resolver estes problemas os aspectos bioldgicos do ambiente em estudo comegaram
a fazer parte das analises ambientais, e com isso, os parametros biologicos

passaram a ser utilizados para medir a qualidade da agua, pois 0s organismos
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reagem de acordo com a situagdo em que se encontra seu meio (BUSS et al., 2003).
Dessa forma surgiu o termo bioindicador. De acordo com Van der Oost (2003)
define-se bioindicador como um organismo que fornece informag¢des sobre as
condicbes ambientais de seu habitat por sua presenga ou auséncia ou pelo seu
comportamento.

Muitos organismos podem ser utilizados como bioindicadores, tendo
como critério para a escolha espécies que sao representativas nos ecossistemas
monitorados (BURGER & GOCHFELD, 2000), além do que ter uma taxonomia bem
definida, ser facilmente coletado, apresentar baixa variabilidade genética, baixa
mobilidade, e assim, possibilitar os trabalhos em laboratérios (BUSS et al., 2003).
Animais como aves, peixes, moluscos, invertebrados aquaticos sdo amplamente

utilizados no monitoramento ambiental.

1.5 Uso DE PEIXES COMO BIOINDICADORES

Dentre os varios animais utilizados como bioindicadores os peixes
destacam-se em varios estudos, pois eles sdo muito utilizados na alimentagao
humana em varios paises, possuem grande importancia ecoldégica ocupando uma
posicdo chave na cadeia trofica (FLOTEMERSCH et al., 2006; VIARENGO et al.,
2007) e sao capazes de bioacumular poluentes

De acordo com Chovanec e colaboradores (2003) os peixes séo
considerados bons indicadores por apresentarem diversas caracteristicas favoraveis
para essa pratica, como por exemplo, estar em intenso contato com a agua; a ampla
distribuicdo de algumas espécies; a facilidade de captura; distribuicdo em diferentes
niveis troficos; possuir tamanho adequado para realizacdo de diversos
procedimentos analiticos e relativa longevidade. De acordo com Martinez e
colaboradores (2004) estudos com peixes nativos neotropicais ainda sao escassos,

e assim, pouco se sabe da sensibilidade destes frente a diversos poluentes.

1.6 MODELO EXPERIMENTAL: PROCHILODUS LINEATUS

Uma espécie bem-sucedida no biomonitoramento de ambientes

aquaticos em regides neotropicais € o peixe Prochilodus lineatus (VALENCIENNES,

1947) (Figura 2). Popularmente € conhecido como curimba ou curimbata,
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pertencente a ordem Characiformes, familia Prochilodontidae e superordem
Ostariophysi. Possui grande importancia econdmica na regido sudeste e sul do
Brasil, sendo muito utilizado na alimentacdo humana (MARTINEZ, 2006). Em um
estudo realizado com diversos pescadores de vinte e dois municipios que fazem
divisa entre os estados do Parana e Sao Paulo e que realizam suas atividades nos
reservatérios de Capivara, Rio Paranapanema e Tibagi, ficou constatada a
importancia do curimba para a economia desta regido, visto que esses peixes
ocupam o segundo lugar de espécies mais consumidas (Pilla et al., 2003).

Os peixes da espécie P. lineatus possuem escamas acinzentadas
escuras na parte superior do dorso e que vao clareando em diregéo a parte inferior,
tornando-as claras. Sua boca é circular e labio carnoso com dentes pequenos; sua
nadadeira dorsal possui um espinho caracteristico; podem atingir de 30 a 80 cm de
comprimento e pesar até 6 kg. Esses peixes possuem o habito detritivoro e
aumentam assim a probabilidade de serem contaminados por metais que se
encontram acumulados nos sedimentos (MARTINEZ, 2006).

Esta espécie de peixe é restrita a locais pouco impactados e é
bastante sensivel a ambientes contaminados, demonstrando-se um bioindicador em
potencial (MARTINEZ & COLUS, 2002). Por tratar-se de uma espécie sensivel a
diversos xenobidticos, cuja biologia e fisiologia € conhecida, esta espécie ja foi alvo
de muitos estudos de toxicidade (CAVALCANTE et al.,, 2008; LANGIANO &
MARTINEZ, 2008; CAMARGO et al., 2009; GALINDO et al., 2010, MODESTO et al.,
2010; MONTEIRO, et al., 2011; SIMONATO et al., 2011) e também foi escolhido
como modelo experimental para o estudo de acumulo do niquel e seus efeitos

genotodxicos e bioquimicos.

Fonte: LEFA-UEL
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1.7 BIOMARCADORES

Os metais sdo agentes toxicos geralmente encontrados como
misturas complexas, dificultando assim a identificacdo dos seus efeitos especificos
da interacdo com a biota. A fim de superar essa dificuldade, o uso de biomarcadores
pode oferecer uma avaliagcao integrada dos efeitos dos poluentes na populagao alvo
do estudo (FERREIRA et al.,, 2003). Neste contexto, chama-se de biomarcador
qualquer substancia, ou seu derivado, estrutura ou processo, que possa ser medido
no organismo e que possa predizer ou influenciar a incidéncia de um acontecimento
ou doenga (WHO, 2001). O uso de biomarcadores esta intimamente associado com
a ecotoxicologia, um dominio da ciéncia cujo objetivo é entender e prever efeitos de
xenobioticos em comunidades naturais sob pressao antrépica (CHAPMAN, 2002).

Os biomarcadores refletem a interagdo entre o sistema bioldgico e
um ou mais contaminantes e sdo normalmente os primeiros sinais de alteragcdes
biolégicas a serem detectados. Além disso, sdo sensiveis a varias classes de
poluentes, apresentam alta especificidade e fornecem informacgdes a respeito do
efeito metabdlico causado pelo contaminante (VAN DER OOST et al., 2003). Dentre
os biomarcadores bioquimicos os mais investigados sdo enzimas envolvidas na
detoxificagdo de xenobidticos e de seus metabdlitos, as enzimas de defesa
antioxidante, os antioxidantes ndo enzimaticos, os marcadores de danos oxidativos
e a ocorréncia de danos no DNA.

Para os metais 0 uso de biomarcadores é indicado para verificar
alteracbes nas fungdes moleculares quando eles se encontram em elevadas
concentracdées no ambiente, e assim, acabam por produzir efeitos toxicos para a
biota. Em nivel celular os metais se ligam as proteinas denominadas
metalotioneinas (MT), sendo estas consideradas importantes biomarcadores quando
se trata de estudo com metais.

A Figura 3 representa um diagrama esquematico do metabolismo e
toxicidade de metais em células eucaridticas. Como representado, a captacdo de
metais sdo resultados da interagdo entre o ion metalico livre, e diversos grupos
ligantes. No ambiente aquatico, o metal pode interagir com uma série de ligantes
abidticos, tais como o sedimento e ligantes soluveis na coluna d’agua (1). Este € um
importante controle da absor¢cao de metais pelas células, porque existe uma relacao

direta entre o ion metalico livre e ativo no meio ambiente e o transporte de metal na
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célula (por exemplo, branquias). Metais geralmente entram nas células através de
interacbes com proteinas ou canais de ions na membrana plasmatica (2). Uma vez
no citoplasma, o ion metalico livre interage com proteinas de baixo peso molecular
(como as glutationas), e com as MTs (3). Este ion também pode se ligar a sitios de
transcricdo (ST) especificos promotores do gene da MT aumentando a transcrigcéo e,
consequentemente sua sintese (3). Elevagcbes desses ions livres também podem
aumentar a concentracido de metais em outros compartimentos celulares que sao
frequentemente sitios de toxicidade. Por exemplo, na mitocéndria eles podem se
ligar as enzimas e complexos de proteinas na cadeia respiratéria, reduzindo a
conversao de energia, e assim, sua eficiéncia, pois interrompem a fosforilacdo
oxidativa levando a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) que podem
atuar sobre a membrana plasmatica, causando peroxidagéo lipidica (LPO), ou agir
diretamente na molécula de DNA causando danos (4). Os metais podem também

através dos lisossomos ser exportados diretamente para fora da célula por exocitose

().

Figura 3 —Diagrama esquematico da entrada dos metais em células eucaridticas.
Vide explicagdo dos numeros no texto.
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Apesar dos organismos possuirem defesas antioxidantes para
proteger os tecidos contra danos oxidativos, se a taxa de produgcao de ERO exceder
a capacidade dos mecanismos de defesa, ocorrera lesao nas células e dentre elas o
DNA (CADET et al, 2003). Estes danos sao considerados biomarcadores
importantes na avaliagcdo da resposta de organismos expostos a metais. Outros
biomarcadores também sdo amplamente utilizados para avaliar a exposi¢cao e os

efeitos causados pelos metais, como as defesas antioxidantes.

1.7.1 Estresse Oxidativo e Defesas Antioxidantes

O oxigénio é essencial para a manutengdo da vida em organismos
aerobicos, pois € fundamental no processo de producdo de energia (ATP). E para
tal, as moléculas de oxigénio sdo reduzidas a agua, através de reagdes de oxidagao
por complexos que compdem a cadeia respiratoria, e como resultado dessas
reagcdes podem ser formados varios produtos do metabolismo do oxigénio, dando
nome ao que chamamos de espécies reativas de oxigénio (ERO) (FERRANTE et al.,
2008; AMADO et al., 2009). Entre as ERO estéao incluidos o anion radical superéxido
(O27), o radical hidroxil (*OH) e o peroxido de hidrogénio (H.O2 ), que em altas
concentragbes podem ser perigosos. Segundo Hermes & Lima (1998) o radical
hidroxil € considerado o de maior toxicidade dentre eles e pode promover danos nas
membranas, proteinas e ao DNA.

Os danos oxidativos surgem quando os mecanismos de defesa do
animal responsaveis pela remocdo de ERO sao inadequadas ou insuficientes para
combater o excesso dessas espécies reativas, prejudicando a capacidade oxidante
da célula e promovendo o que chamamos de estresse oxidativo (MASELLA et al.,
2005; MONTEIRO et al., 2006). Dentre os danos causados por esse estresse
podemos citar a lipoperoxidagao, oxidagao de proteinas e danos a molécula de DNA
(Figura 4). Estes danos s&o considerados como biomarcadores importantes na
avaliagdo das alteragbes de organismos expostos a xenobidticos (MENDEZ-
ARMENTA & RiOS, 2007; STURVE et al., 2008).
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Figura 4 —Representacao esquematica de danos celulares causados por
espécies reativas de oxigénio mostrando que os xenobidticos.
podem induzir a formacado de espécies reativas de oxigénio, as
quais podem causar danos a proteinas, lipidios e DNA, caso as
defesas antioxidantes celulares nao sejam capazes de neutralizar
seus efeitos. O," - anion superéxido; H,O, - peréxido de
hidrogénio; OH - radical hidroxil; SodMn - superéxido dismutase-
manganés; SodCuZn - superdxido dismutase-cobre/zinco; GPx -
glutationa peroxidase; CAT - catalase
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Fonte: Adaptado de Ramakrishnan et al. (2007).

Os animais apresentam um sistema de defesa antioxidante,
responsavel pela detoxificagdo dessas ERO, constituido por defesas antioxidantes
enzimaticas e ndo enzimaticas, que podem reagir com esses intermediarios reativos,
e também reparar os danos causados pelos mesmos (MARTINEZ, 2006;
VALAVANIDIS et al., 2006; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007). As defesas
antioxidantes nao enzimaticas possuem baixo peso molecular e sdo representadas
principalmente pelas moléculas hidrossoluveis como o tripeptideo glutationa na sua
forma reduzida (GSH), o acido ascorbico (vitamina C), e por moléculas lipossoluveis
como o [-caroteno (vitamina B) e o a-tocoferol (vitamina E). Ja as defesas
enzimaticas sao representadas principalmente pela superéxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutationa peroxidade (GPx) e glutationa redutase (GR)
(LUSHCHAK & BAGNYUKOVA, 2006; STURVE et al., 2008).
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A GSH é um tripeptideo enddgeno que atua no sequestro de radicais
livres, mas também como cofator para a acdo da enzima GPx, que atua na
eliminacdo de peroxido de hidrogénio e de hidroperoxidos organicos, bem como
para a acao da GST, que participa da detoxificacdo de substancias quimicas
(HERMES-LIMA, 2004; MARAN et al., 2009). De acordo com Halliwell & Gutteridge
(2005) a GSH pode ser considerada um dos agentes mais importantes de defesa
antioxidante da célula, conferindo protecdo contra danos. Autores como Hermes-
Lima (2004) e Martinez (2006) ressaltam que se a disponibilidade de GSH for
alterada, a atividade de algumas enzimas, como por exemplo, GST, GPx e GR
também podem sofrer alteragdes em suas atividades.

A GST esta associada a desintoxicacdo de poluentes através da
conjugagao com GSH (glutationa), promovendo sua excre¢do (LACKNER, 2008). A
GST é uma familia de enzimas multifuncionais, primariamente citosélica, mas
também presente no nucleo. Sdo bem distribuidas na natureza, sendo encontradas
em bactérias, fungos, plantas e animais. Elas podem ser agrupadas em diferentes
classes: alfa, mi, pi, teta e omega, com duas classes menores, sigma e kapa,
sendo que em laboratério € geralmente medido a atividade total da GST
(HERMES-LIMA, 2004). Esta enzima oferece um papel protetor contra danos
oxidativos por conjugar produtos da oxidagdo de lipidios, como aldeidos e
hidroperéxidos com a GSH (BARATA et al.,, 2005; MASELLA et al., 2005). Os
conjugados formados nestas reagdes de desintoxicagdo sao geralmente excretados
na bile, através de mecanismos de extrusdo dependentes de ATP, ou podem
também ser degradados e acetilados para formar acidos mercapturicos, os quais
s&o excretados na urina (HERMES-LIMA, 2004).

A SOD é a primeira via de defesa antioxidante da célula e é
encontrada tanto no citosol (CuZn-SOD) quanto no interior das mitocondrias (Mn-
SOD). Constitui uma familia de metaloenzimas presentes em todos os organismos
aerobicos e responsaveis por catalisar a dismutacdo de duas moléculas de O, em
0> e H,O, (BARATA et al., 2005; UNER et al., 2005; MONTEIRO et al., 2006).

A CAT atua degradando o H;O, em H,O e O,. Esta enzima esta
presente principalmente nos peroxissomos e também faz parte das enzimas
primarias da via antioxidante (BARATA et al., 2005, ORUC & USTA, 2007;
SAMPAIO et al., 2008). A CAT é especifica em reduzir H,O, e quanto maior for a
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concentracdo dessa espécie na célula, maior sera sua atividade (HERMES-LIMA,
2004).

A enzima que atua sobre o H,O, em baixas concentragdes € a GPx,
que também metaboliza uma série de hidroperéxidos organicos. Esta enzima é
encontrada no citosol e na mitocdndria, possui selénio no seu sitio catalitico e utiliza
GSH como co-fator para fazer a reducdo do H,O, a H;O, envolvendo a oxidagao
concomitante da GSH para sua forma oxidada (GSSG).

A enzima responsavel pela oxidagao da GSH para a forma oxidada
GSSG, produzida durante o processo catalitico realizado pela GPx, € a GR. Esta
enzima é considerada chave no metabolismo da GSH, essencial na manutencao da
homeostase GSSG/GSH sob condigbes de estresse oxidativo (TEKMAN et al.,
2008). Esta enzima utiliza os elétrons e prétons do NADPH" que ¢ reduzido para
NADP pela glicose 6 fosfato desidrogenase (G6PDH), promovendo a reciclagem
deste tripeptideo (VAN DER OOST et al. 2003; DI GIULIO & MEYER, 2008). Desta
forma pode-se dizer que a GR é uma enzima auxiliar no processo de detoxificagéo
do xenobidtico, porém a sua presenca € imprescindivel, uma vez que ela mantém a
concentracdo de GSH na célula, podendo-se assim evitar maiores danos ao
organismo.

Um esquema que representa a sintese do funcionamento integrado
do sistema de defesa antioxidante esta apresentado na Figura 5. Depois que o
xenobidtico entra no corpo do animal é ativado o sistema de defesa antioxidante
para combater as ERO. A SOD catalisa a dismutagcdo do O," e o produto desta
reacado € o HyO,, que € metabolizado pela CAT e/ou pela GPx. A GSH atua como
um substrato para as reacdes da GPx e GST e a GR recicla a GSH as custa de
energia. Se o mecanismo de defesa responsavel pela remocdo das ERO for
insuficiente ou inadequado, ocorre o que denominamos de estresse oxidativo,
resultando em danos oxidativos como a peroxidagéo lipidica (LPO), danos ao DNA e
oxidagao de proteinas (MONTEIRO et al., 2006).
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Figura 5 —efesas antioxidantes apds a entrada do xenobiético no organismo. ERO -
espécie reativa de oxigénio; SOD- superdxido dismutase; CAT- catalase;
GPx - glutationa peroxidase; GSH - glutationa reduzida;, GSSG -
glutationa oxidada; GR - glutationa redutase; GST - glutationa S-
transferase; O, - anion radical superéxido; H,O; - peréxido de hidrogénio;
*OH -radical hidroxil; G6PDH - glicose 6 fosfato desidrogenase
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Fonte: Adaptado de Hermes-Lima (2004).

1.7.2 Peroxidacéao Lipidica

As ERO podem causar danos nas membranas celulares como, por
exemplo, devido a oxidagc&do dos acidos graxos polinsaturados dos fosfolipidios das
membranas celulares, ocasionando a peroxidagao lipidica ou lipoperoxidagéo (LIMA
& ABDALLA, 2001; VALAVANIDIS et al., 2006; ORUC & USTA, 2007). A
peroxidacgao lipidica (LPO) pode ocorrer como consequéncia do desequilibrio entre o
sistema antioxidante e o estado pré-oxidante gerado pela toxicidade de metais
(BALLESTEROS et al., 2009). O processo de LPO é composto por uma série de
reagcdes em cadeia (Figura 6) e é iniciado quando uma ERO retira um atomo de
hidrogénio do grupo metileno dos acidos graxos insaturados (PUFAs), e entdo o
radical formado pode reagir com um atomo de oxigénio formando o radical
lipoperoxil, que pode continuar a cadeia ou interagir com outros PUFAs,
recomegando a reagao (DI GIULIO & MEYER, 2008).
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Como consequéncia da LPO os danos celulares sdao muitos, dentre

eles podemos listar a perda da integridade da membrana com aumento de sua

permeabilidade, resultando assim na perda da seletividade para entrada e/ou saida

de nutrientes e substancias toxicas; alteracdo no fluxo transmembrana; disfungdo no

transporte de Na+/K+; comprometimento dos componentes da matriz extracelular
(colageno, elastina, proteoglicanos) (LIMA & ABDALLA, 2001; BARREIROS et al.,
2006). Dentre os produtos finais da LPO esta o malondialdeido (MDA), que pode

reagir com o acido tiobarbiturico (TBA) produzindo substancias intermediarias

coloridas (substancias reativas ao acido tiobarbiturico ou TBARS) que sdo usadas
para quantificar a peroxidagao lipidica (ALMROTH et al., 2005; OROPESA et al.,
2009). Niveis elevados de MDA induzem a formagao de lipoperoxidos e indicam um
aumento da LPO (LUSHCHAK & BAGNYUKOVA, 2006).

Figura 6 — Processo de lipoperoxidacado. A abstracdo de atomos de hidrogénio
de um acido graxo polinsaturado (neste esquema representado por
trés ligagdes duplas) leva a formacdo de um dieno conjugado por
rearranjo molecular. Esta molécula pode sofrer o ataque de oxigénio,
formando um radical peroxil. Este radical pode continuar o ciclo de
lipoperoxidagao através da abstragdo de atomos de hidrogénio de
cadeias polinsaturadas préximas, transformando-se em um peroxido
lipidico

Acido graxo
poliinsaturado

- H- Abstragao de hidrogénio

Rearranjo molecular

——— Dieno conjugado

+ . Captagao de oxigénio

Radical Peroxil (ROO-)

g. + H- Abstracio de hidrogénio
de cadeias de acidos
graxos adjacentes
Peroxido lipidico (ROOH)

Fonte: Adaptado de Sédergren (2000).
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1.7.3 Danos no DNA

Existem alguns agentes ambientais que tem a capacidade de
interagir e danificar a estrutura da molécula do DNA e sdo denominados genotoxicos
(SHUGART, 2000). Os danos no DNA podem ocorrer devido a diversos agentes,
sejam eles endoégenos ou exdégenos. Os metais podem ser considerados agentes
exdgenos com grande potencial genotoxico que acabam por provocar danos no DNA
de forma direta ou indireta através da formagdo das ERO (BENASSI, 2004). Os
danos gerados pela agdo de metais podem ser reparados ou entdo podera ocorrer a
indugdo de mutacdes, aberragcdbes cromossdmicas, mal formagcdo embrionaria e
efeitos a logo prazo, como cancer em animais vertebrados (FRENZILLI et al., 2004)
(Figura 7).

Figura 7 —Diagrama com as possiveis vias de ag¢des dos
metais até o DNA e seus efeitos. ERO: Espécie
reativa de oxigénio

METAIS Reparo aoc DNA

>

ERO
\*'i Danos ao DNA

transducédo

de sinais Mutacdo

\ Genes de expressio /

alterados

. 4

Carcinoma

Vias de

Fonte: Adaptada de Galaris e Evangelou (2002).

Os danos ocasionados por agentes quimicos podem ser

mensurados através do ensaio do cometa. Este teste € amplamente utilizado em
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testes ecotoxicoldgicos, pois trata-se de um teste de custo relativamente baixo,
simples, rapido e sensivel (OLIVE & BANATH, 2006; DHAWAN et al., 2009). Os
danos mais facilmente detectados no DNA sdo quebras (simples ou duplas), danos
alcali-labeis, crosslinks, e quebras resultantes de reparo por exciséo (SINGH, 1996;
TICE, 2000; SILVA et al., 2000), que sao passiveis de reparos, mas se nao forem
devidamente reparados, podera ocorrer a indugao de mutagdes. De acordo com Jha
(2008) os danos causados ao material genéticos sdo os mais importantes em nivel
molecular, e o ensaio do cometa € muito eficiente para detectar essas quebras nas
fitas do DNA.

O ensaio do cometa surgiu em 1978 quando Rydeberg & Johanson
detectaram os primeiros danos no DNA nas células usando a técnica de eletroforese
em gel. Ja em 1984 Johanson com ajuda de Ostling modificaram a técnica a fim de
avaliar as quebras em fitas duplas sob condicbes neutras. E 1988 Singh e
colaboradores adaptaram o ensaio para condigdes alcalinas (pH = 13), que
determinaria ndo somente as quebras na fita dupla, mas também quebras nas fitas
simples a ainda os sitios alcali-labeis (DHAWAN et al.,, 2009). Popularmente
conhecido como ensaio do cometa, ele recebe este nome devido a migragcao dos
fragmentos do DNA durante a corrida de eletroforese, nos quais os menores
fragmentos migram mais rapidos formando assim longas caudas partindo do nucleo
(Figura 8). Muitos sdo os tecidos que podem ser utilizados para a realizagdo do
ensaio do cometa. Para peixe podemos destacar as células sanguineas, figados, e
branquias (LEE & STEINERT, 2003).

Figura 8 — Danos nos eritrocitos verificados pelo ensaio do cometa.
A) Classe 0 (sem danos aparente), B) Classe 1 (cauda
curta menor que o didmetro do nucleo), C) Classe 2
(comprimento da cauda correspondendo a uma ou duas
vezes o0 diametro do nucleo), D) Classe 3 (comprimento
da cauda maior que o dobro do didmetro do nucleo).

Classe 1
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1.7.4 Metalotioneinas

As metalotioneinas (MTs) sdo proteinas citosolicas de baixo peso
molecular, presentes em quase todos os organismos vivos. As MTs s&o ricas em
cisteina, aminoacido que possui grupamentos tiol (-SH) em sua estrutura que
conferem uma alta afinidade por ions metalicos livres, tornando-as proteinas de
grande interesse sob o ponto de vista bioquimico (NORDBERG, 1998). Essas
proteinas atuam como quelantes de metais e quando estes se encontram em
excesso nas células desempenham um importante papel, atuando na desintoxicagao
e excregao contribuindo para um aumento na tolerancia dos metais (LINDE et. al.,
2001; GOPAL, 2009).

As MTs estédo envolvidas na regulagdo de metais essenciais, como o
cobre e zinco, assim como na desintoxicagdo de metais ndo-essenciais (AMIARD et
al., 2006). Por isso, as MTs passaram a ter grande importancia como biomarcador
relacionado com a poluigdo dos recursos hidricos por metais, principalmente em
organismos aquaticos (ANDREWS, 2000). A partir das ultimas décadas as
metalotioneinas passaram a ser vistas como potenciais biomarcadores de metais em
peixes para avaliar a poluigcdo aquatica e passaram a ser fundamentais em estudos
relacionados com metais (GEORGEN & OLSSEN 1994; OLSVICK et al., 2000;
LANGSTON et al., 2002; SARKAR et al., 2006;. AMIARD et al., 2006; NESTO et
al., 2007; FERNANDES et al., 2008).

Além de atuar como quelantes de metais, as MTs apresentam
propriedades antioxidantes importantes, inibindo reagdes de propagacao de radicais
livres através da ligacao seletiva de ions de metais pré-oxidantes, tais como ferro e
cobre, e dos potencialmente toxicos, como cadmio e mercurio. Além disso, € um
potente sequestrador de espécies reativas de oxigénio, limitando as possiveis lesdes
por elas ocasionadas (SUZUKI et al., 2002).
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVOS GERAIS

v" Investigar o acimulo de niquel em diferentes tecidos do peixe
neotropical Prochilodus lineatus e caracterizar os efeitos deste metal nas defesas
antioxidantes, conteudo de metalotioneinas e a ocorréncia de danos oxidativos e

lesdes no DNA.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Realizar testes de toxicidade semi-estaticos e agudos (24 e 96
h) com jovens de P. lineatus expostos a trés concentragcbes de
niquel (0,025; 0,25 e 2,5 mg NiL"), sendo a menor delas
correspondente a concentragdo maxima deste metal permitida
para aguas doces brasileiras (Resolugdo CONAMA 357, 2005);

v' Determinar o acumulo de niquel nos seguintes tecidos dos
peixes: branquias, figado, rim e musculo;

v Avaliar os efeitos do niquel na atividade de enzimas
antioxidantes (SOD, CAT, GPx, GST e GR), conteudo de
antioxidantes nao enzimaticos (GSH), ocorréncia de danos
oxidativos teciduais (peroxidacéo lipidica) em diferentes tecidos
de P. lineatus;

v' Determinar a concentragdo de metalotioneinas em figado e
branquias de P. lineatus apds exposi¢ao ao niquel,

v" Averiguar se a exposi¢do a diferentes concentragdes de niquel
produz danos no DNA de eritrécitos e células branquiais de P.

lineatus
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BIOACUMULACAO E EFEITOS DO NIQUEL EM UMA ESPECIE DE PEIXE
NEOTROPICAL

Francine Fernandes Palermo?, Claudia B. R. Martinez®

Resumo

Juvenis de Prochilodus lineatus foram expostos a diferentes concentragées nominais
de niquel (0,025; 0,25 e 2,5 mg.L™") e somente a agua por 24 e 96 h (com renovacéo
de agua a cada 24 h), a fim de verificar os efeitos referentes a bioacumulacao deste
metal e sua influéncia em relagdo as defesas antioxidantes, ao conteudo de
metalotioneinas e a ocorréncia de danos no DNA. ApsGs as exposigdes 0s animais
foram amostrados e os 6rgaos foram retirados (branquias, figado, rim e musculo)
para verificagdo do acumulo de niquel, e também, para analises bioquimicas
(branquias e figado) e genéticas (células sanguineas e branquiais). Os resultados
mostraram que o niquel acumulou em diferentes proporgdes nos 6rgaos (rim >
figado > branquias > musculo) variando também de acordo com o tempo
experimental. Com relagao as defesas antioxidantes pode-se inferir que a exposi¢cao
ao niquel promoveu alteragbes em algumas enzimas evidenciando a ocorréncia de
estresse oxidativo que gerou anos evidenciados através da peroxidagao lipidica em
figado, e danos no DNA nos dois tempos experimentais. As metalotioneinas
apresentaram aumento em sua atividade confirmando seu papel protetor em relagéo
a presencga de metais nas células. Este trabalho mostrou que o niquel ocasionou
alteragbes nas atividades das enzimas antioxidantes e danos no DNA. Assim, pode-
se concluir que o niquel € um metal importante para estudos em peixes, visto que,
mesmo em baixas concentragdes ocasionou danos oxidativos nestes animais, e que
a concentracdo maxima de Ni permitida pela legislacdo brasileira (Resolugéo
CONAMA 357), que é de 0,025 mg. L™, ndo é segura para esta espécie.

Palavras-chave: Acumulo. Enzimas antioxidantes. Estresse oxidativo.
Metalotioneinas. Prochilodus lineatus. Danos ao DNA.

3.1 INTRODUCAO

Os ambientes aquaticos como rios, lagos e reservatorios recebem
constantemente residuos industriais, urbanos e da agricultura gerados pela atividade

humana. Atualmente, a contaminagao dos ecossistemas aquaticos por metais € um
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problema critico, pois estes poluentes podem causar efeitos adversos a biota
(Almeida et al., 2001; Romani et al., 2003; Ribeiro et al., 2006). Os metais sao
capazes de induzir estresse oxidativo em organismos aquaticos, incluindo os peixes
(Lionetto et al., 2003; Gioda et al., 2007), e assim, estimulam a formagcdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) como o anion radical superéxido (O2"), radical
hidroxil (*OH) e perdxido de hidrogénio (H205)., iniciando processos degenerativos e
causando danos e mutagdes ao DNA.

Enzimas como a catalase (CAT), a superoxido dismutase (SOD), a
glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR) e a glutationa S-transferase
(GST) fazem parte do sistema antioxidante presente nas células para proteger o
organismo contra os danos causados por essas ERO. As atividades destas enzimas
quando alteradas podem ser indicadores de exposicdo a poluentes aquaticos, bem
como ferramentas utilizadas em avaliagdes toxicoldgicas (Almeida et al., 2001;
Monteiro et al., 2006). O aumento na formacdo das ERO pode causar danos em
muitos constituintes celulares, incluindo proteinas, acidos nucléicos e lipidios
(Almroth et al., 2005; Bagnyukova et al., 2005).

O niquel (Ni) € um dos metais que pode estar presente em aguas
contaminadas podendo ser tdxico aos organismos deste ecossistema. E um
elemento comumente encontrado na biosfera e € um componente natural presente
nas aguas doces em virtude da erosdo e intemperismo (Eisler, 1998), sua
concentracdo tipica em aguas doces varia de 0,001 a 0,010 mg.L™" (Galvin, 1996).
Entretanto, o niquel e seus compostos sdo amplamente utilizados em
galvanoplastia, na fabricagcdo de aco inoxidavel, manufatura de baterias Ni-Cd,
moedas, pigmentos, entre outros. Assim, concentracées de niquel em aguas
superficiais podem chegar a 0,1 mg.L'1 e valores ainda mais elevados podem ser
encontrados em areas de mineragao (Cetesb, 2010). No Brasil, de acordo com a
Resolucdo CONAMA 357 (2005), o nivel maximo de niquel permitido para aguas
doces é de 0,025 mg Ni total.L”". Em peixes de agua doce o acumulo de niquel pode
variar de 10 a 120 pg.g™' e sua distribuicdo varia muito de tecido para tecido (Vos e
Hovens, 1986).

Apesar da importédncia do niquel como contaminante aquatico, o
conhecimento sobre seus efeitos € muito limitado se comparado com outros metais
como o cobre ou o zinco (Deleebeeck et al., 2007). Os mecanismos de toxicidade do

niquel para peixes jovens parecem estar associados a um disturbio respiratorio nas
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branquias, causado por alteragcdes estruturais (Pane et al., 2003, 2004), entretanto,
muitos efeitos associados a presenca do niquel na agua precisam ser elucidados.
Khangarot e Ray (1990) relataram que os sinais do envenenamento de niquel em
peixes incluem movimentos rapidos da boca e dos opérculos e, antes da morte,
convulsdes e perda de equilibrio. Ellgaard e colaboradores (1995) descreveram a
destruicdo das lamelas branquiais por niquel idbnico e a consequente reducéo na
taxa de ventilagdo podendo causar hipéxia e morte dos peixes. Outros sinais de
intoxicagdo por niquel em peixes incluem diminuicdo das concentragdes de
glicogénio no musculo e figado, com aumentos simultdneos nos niveis de acido
lactico e de glicose no sangue (Ghazaly 1992).

Os possiveis efeitos genotoxicos do niquel para peixes ainda sao
amplamente desconhecidos, mas ja se sabe que este metal é capaz de causar
cancer e mutagcées em mamiferos (Ptashynski et al., 2002) e produzir efeitos
teratogénicos e mutagénicos em anfibios (Eisler, 1998). Os efeitos toxicos e
carcinogénicos de compostos de niquel ja foram associados com danos oxidativos
Além disso, alguns trabalhos ja mostraram que o niquel pode inibir a indugéo de
enzimas da familia do citocromo P-450 (Iscan, 1992; Brischweiler, 1996) e dessa
forma, este metal pode interferir na metabolizagdo de xenobidticos orgéanicos. Diante
destes fatos e devido a necessidade de informacdes sobre a toxicidade do niquel em
organismos aquaticos o objetivo deste trabalho foi caracterizar o acumulo de niquel
em diferentes tecidos e seus efeitos no peixe neotropical Prochilodus lineatus, com
enfoque nas defesas antioxidantes, danos no DNA e no conteudo de
metalotioneinas. Esta espécie de peixe foi escolhida por tratar-se de uma espécie
sensivel a diversos xenobidticos e que possui fisiologia conhecida (Martinez e Célus,
2002).

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Animais

Juvenis de Prochilodus lineatus pesando 10,16 + 0,36 g e medindo

8,95 £ 0,87 (média £ EP, n= 279) foram fornecidos pela Estacéo de Piscicultura da

Universidade Estadual de Londrina (EPUEL) e levados para a sala de bioensaios do
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Laboratério de Ecofisiologia Animal (LEFA-UEL), onde foram aclimatados por até
uma semana (5 a 7 dias) em tanques de 300 litros, contendo agua desclorada e
aeragdo constante, e as condigbes de temperatura, pH, condutividade e oxigénio
dissolvido foram monitoradas. Os animais foram submetidos a um fotoperiodo de 12
h claro e 12 h escuro, e alimentados a cada 48 h com ragao comercial, sendo que,
48 h antes dos testes de toxidade e durante o experimento a alimentagao foi

suspensa.

3.2.2 Testes de Toxicidade e Amostragem

Os animais foram submetidos a testes de toxicidade semi-estaticos,
com renovagao de agua a cada 24 h, por 24 e 96 h. Para cada tempo experimental
foram realizados experimentos independentes. Foram utilizados quatro aquarios de
100 litros, contendo 8 peixes cada; um dos aquarios continha apenas agua
desclorada (grupo controle ou CTR) e os outros trés (grupos experimentais ou EXP)
receberam niquel nas seguintes concentragbes nominais: 0,025, 0,25 e 2,5 mg Ni.L
' Utilizou-se cloreto de niquel (marca Synth) para realizacdo dos testes que era
adicionado nos aquarios 24 h antes dos peixes. Durante as exposi¢coes os seguintes
parametros da agua: temperatura, pH, condutividade e oxigénio dissolvido, foram
monitorados.

Durante os testes foram realizadas coletas diarias de agua com
seringas de vidro, tanto do aquario controle quanto dos experimentais para a
determinacgao da concentragdo de niquel total e dissolvido. Apds a coleta de agua as
amostras para a detecgdo de niquel total eram acidificadas (2% HNOs; da marca
FMaia). Para a analise de niquel dissolvido a agua coletada era filtrada (malha de 45
Mm) e posteriormente acidificada. Apds fixadas as amostras de agua eram
armazenadas em tubos e conservadas na geladeira para analises de acumulo deste
metal.

Apods as exposigdes (24 ou 96 horas) os animais eram anestesiados
com benzocaina (0,6 g de benzocaina e 70 mL de alcool adicionados em 2 L de
agua) e submetidos a retirada de sangue pela veia caudal, com seringas
heparinizadas. As amostras de sangue eram armazenadas em tubos plasticos,
contendo 700 uL de salina tamponada com fosfato (PBS: NaCl 126,6 mM, KCL 4,8
mM, CaCl 1,5 mM, NaHCO; 3,7 mM, Na;HPO, 8,9 mM, NaH,POs 2,9 mM) e



38

conservados na geladeira durante o periodo de amostragem, para em seguida,
realizar o ensaio do cometa. Em seguida os peixes eram pesados, medidos e
mortos por seccdo medular para a retirada das bréanquias, figado, rim e musculo

para futuras analises.

3.2.3 Determinacao de Niquel nos Tecidos

Para a quantificagdo de niquel foram utilizados os seguintes tecidos:
branquias, figados, rins e musculos. Os 6rgédos foram pesados e colocados em
tubos criogénicos e mantidos a 60°C até que o peso permanecesse constante, para
a obtencdo do peso seco. As amostras de tecido seco foi adicionado acido nitrico
(65% Supra Puro - Merck) na propor¢cédo de 1:10 (peso:volume) e as amostras
colocados em estufa (60° C) novamente até a digestdo completa do tecido. Apds a
digestdo as amostras foram centrifugadas (14.000 x g, 20 min) e o sobrenadante foi
armazenado em tubos plasticos para posterior determinacdo de niquel. As analises
foram realizadas utilizando-se um espectrofotdmetro de absorgao atdmica com forno
de grafite (Perkin Elmer — AA700) através de uma curva padréao construida a partir
de uma solugao padrao de Ni diluida em solugao de acido nitrico 0,2 %. As amostras

foram analisadas em duplicatas.

3.2.4 Analises Bioquimicas

Para analises de defesas antioxidantes e peroxidagao lipidica foram
utilizadas amostras de branquias e figado, que foram devidamente pesadas e
homogeneizadas em tampao fosfato de potassio (0,1 M), pH 7,0, na proporcéo de
1:5 (peso:volume) para branquias e 1:10 (peso:volume) para o figado. Depois de
homogeneizadas as amostras foram centrifugadas (13.200 x g, 4°C, 20 min) e em
seguida foram separados os sobrenadantes para realizacdo dos ensaios

bioquimicos.

3.2.4.1 Defesas antioxidantes

A atividade da superdxido dismutase (SOD) foi determinada pela

inibicdo da taxa de redugao do citocromo c pelo radical superéxido, proveniente do



39

sistema xantina/xantina oxidase, em 550 nm a 25° C em pH 7,8, de acordo com
McCord e Fridovich (1969). A atividade da enzima foi expressa em U de SOD.mg de
proteina™. Uma unidade (U) de SOD representa a quantidade de enzima necessaria
para produzir 50% de inibicdo da taxa de reducao do citocromo c.

A atividade da catalase (CAT) foi determinada seguindo-se a
velocidade de decomposicdo do H,O,, através do decréscimo de absorbancia em
240 nm (Beutler, 1975). A atividade da enzima foi expressa em pmol HyO;
metabolizado.min™".mg de proteina™.

A atividade da glutationa peroxidase (GPx) selénio-dependente foi
determinada pelo método de Hopkins e Tudhope (1973), baseado na oxidagao do
NADPH + H" em presenga de H,O,, em 340 nm. A atividade da enzima foi expressa
em pmol NADPH oxidado.min™".mg de proteina™.

A glutationa redutase (GR) foi determinada indiretamente pela
reducao do NADPH mediante a presenca da glutationa oxidada (GSSG), em 340 nm
(Carlberg e Mannervik, 1975). A atividade da enzima foi expressa em ymol NADPH
oxidado.min.mg de proteina™.

A concentragdo de glutationa reduzida (GSH) foi determinada de
acordo com o método de Beutler e colaboradores (1963). Inicialmente foi adicionado
acido tricloroacético (TCA) as amostras, na proporgao de 1:1 (volume:volume com
TCA 6%). Apds centrifugagao (1.200 g), foi adicionado tampao fosfato de potassio
0,1 M, pH 7,9, e DTNB 2,5 mM (5,5-ditiobis-2-nitrobenzéico) formando o anion
tiolato, determinado em 412 nm. O conteudo de GSH foi expresso em ug de
GSH.mg de proteina™, a partir de uma curva padrdo de 10 a 200 uM de GSH.

A conjugacéo de GSH como substrato clorodinitrobenzeno (CDNB),
catalisada pela GST produz um composto que pode ser detectado em 340nm, e a
atividade enzimatica €& proporcional a velocidade de produgdo do composto
conjugado (KEEN et al., 1974). O ensaio enzimatico de 1 minuto foi realizado em
tampao fosfato de potassio 0,1 mM, pH 7,0 contendo 0,1 mM GSH. Como substrato
foi utilizado 100 mM de CDNB. As analises foram feitas em duplicatas e os valores

da atividade da enzima expressas em nmol de CDNB. min ~".mg =" de proteina.

3.2.4.2 Peroxidacao lipidica
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A peroxidacéo lipidica foi estimada pela produgao de malondialdeido
(MDA) que corresponde a um dos produtos finais da LPO. Foi utilizado o ensaio
TBARS, de acordo com Camejo e colaboradores (1998), que consiste em quantificar
o MDA pela reagdo com o &cido tiobarbiturico (TBA) em 530 nm. A peroxidagéo
lipidica foi expressa em equivalentes de MDA, como pmol MDA.mg de proteina™,

usando uma curva padrao de MDA.

3.2.4.3 Contelido de metalotioneinas

O conteudo de metalotioneinas foi determinado pela metodologia
descrita por Viarengo e colaboradores (1999) com modificagdes, utilizando-se como
padrao a glutationa reduzida (GSH). Para esse ensaio foram utilizadas amostras de
tecido branquial e hepatico homogeneizadas em tampao Tris-HCI 20 mM, contendo
sacarose 0,5 Mm e [B-Mercaptoetanol 0,01%, pH 8,6. O conteudo de MTs foi
quantificado por espectrofotdbmetro em 412 nm, utilizando-se o reagente de Ellman
(NaCl 2M, DTNB 0,43 M em tampéo fosfato 0,2 M; pH 8,0). Os resultados foram

expressos em UM GSH.mg de proteina™, a partir de uma curva padrao de GSH.

3.2.4.4 Concentragao de proteinas

A concentragcdao de proteina foi determinada de acordo com a
metodologia de Lowry e colaboradores (1951) utilizando-se albumina de soro bovino
como padrao. A absorbéancia foi lida em espectrofotdmetro a 700 nm. Os dados das
concentracdées de proteinas foram utilizados para a expressao dos resultados

obtidos nos demais ensaios bioquimicos.

3.2.5 Ensaio Cometa

O ensaio cometa foi realizado de acordo com a metodologia descrita
por Singh e colaboradores (1988), com modificacbes para as células sanguineas, de
acordo com Vanzella e colaboradores (2007) e para branquias, de acordo com
Cavalcante e colaboradores (2008).

A metodologia para a preparagado da suspenséo celular foi baseada

no protocolo de Kilemade et al. (2004), com modificacbes de Cavalcante et al.
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(2008). As branquias foram limpas com salina tamponada com fosfato (PBS: NaCl
126,6 mM, KCL 4,8 mM, CaCl 1,5 mM, NaHCO; 3,7 mM, Na;HPO4 8,9 mM,
NaH,PO4 2,9 mM) e em seguida os filamentos foram seccionados e o material
resultante foi mantido, por 15 min, em microtubo contendo tripsina a 0,05 % para a
dissociagao celular; para cessar esta etapa foi adicionado soro bovino fetal. Em
seguida, a solucao foi filtrada obtendo-se assim as células em suspensdao que
posteriormente foi centrifugada (10.000 x g 10 min) e o pellet foi ressuspendido com
PBS.

Antes de iniciar o ensaio cometa foram realizados testes de
viabilidade celular tanto em células sanguineas quanto branquiais, utilizando-se o
método de exclusdo de células pelo corante azul de Trypan 1 %. Para tanto, um
volume de 20 yL de amostra foi misturado em 50 pyL do corante e analisados em
camara de Neubauer espelhada, discriminando-se as células viaveis (incolores) e as
células inviaveis (azuis). O ensaio cometa s6 foi realizado com amostras
apresentando viabilidade de no minimo 80% (Tice et al., 2000).

Para a realizagdo do ensaio cometa utilizou-se uma mistura de 10 pL
de solugédo contendo as células em suspensao (sanguineas e/ou branquiais) com
120 uL de agarose de baixo ponto de fusdo a 0,5 %. Esta mistura foi colocada em
ldmina de vidro previamente coberta com agarose normal (ponto de fuséo de 1,5%),
coberta com laminula, e permaneceu na geladeira por 30 min. Em seguida as
laminulas foram retiradas e as laminas foram colocadas em solugao de lise (2,5 M
NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 10 % DMSO, 1 mL Triton X-100, pH 10,0) por, no
minimo, 1 hora. Apds esse tempo as laminas foram transferidas para cubas de
eletroforese contendo solu¢do tampao (0,3 N NaOH/1 mM EDTA, pH > 13) e
permaneceram por 30 minutos. Logo depois foram submetidas a eletroforese por 20
minutos (300 mA, 25 V, 1 V.cm™), sendo que ap6s as laminas foram neutralizadas
com tampao (0,4 M Tris, pH 7,5), em 3 lavagens de 5 min, e fixadas em etanol por
10 minutos.

Para cada peixe, para cada tipo celular (células sanguineas ou
branquiais), foram feitas duas laminas. As laminas foram coradas com gelRed e
analisadas em microscopio de fluorescéncia com objetiva 100X em teste cego.
Foram analisadas 100 células por Iamina. Os danos no DNA foram classificados de
acordo com Kobayashi e colaboradores (1995), considerando-se o tamanho da

cauda do cometa, em 4 classes: classe 0 = sem dano aparente; classe 1 = cauda
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curta menor que o didmetro do nucleo; classe 2 = comprimento da cauda
correspondendo a uma ou duas vezes o diametro do nucleo; classe 3 = comprimento
da cauda maior que o dobro do didmetro do nucleo. A partir dessa classificagao foi
calculado o escore médio de danos no DNA para cada tecido, de cada individuo,
pela soma do valor da multiplicagdo do numero de nucledides encontrados em cada
classe pelo valor da classe. Também foi calculado o numero de nucledides
danificados através da soma do total de nucledides encontrados nas classes 1, 2 e
3.

3.2.6 Analises Estatisticas

As diferengas entre o grupo controle e os grupos experimentais de
cada tempo de exposicao foram comparadas entre si de acordo com a distribuigcao
dos dados (normalidade e homogeneidade das variancias). As comparagdes foram
feitas independentes, uma vez que os experimentos de 24 e 96 h foram realizados
em datas diferentes. Utilizou-se o teste paramétrico de analise de variancia
(ANOVA), seguido do teste Student-Newman-Keuls quando necessario, ou o teste
nao-parameétrico Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn’s. Foram considerados
significativos valores de p < 0,05. Os resultados foram expressos pela média * erro

padrao da média.
3.3 RESULTADOS

3.3.1 Parametros da Agua

Ao longo dos experimentos os valores de temperatura, pH,
condutividade e oxigénio dissolvido (OD) foram monitorados a cada 24 horas e nao
variaram significativamente nesse periodo (Tabela 1). A agua utilizada apresentou
dureza de 35 mg.L™! CaCOs.
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Tabela 1 — Parametros fisicos e quimicos da agua analisados durante o
periodo experimental (24 e 96 h).

Temperatura Condutividade oD
Tratamento o pH 1 1
(°C) (uS.cm™) (mg.L™)
Aclimatagdo (8) 20,36+ 1,12 7,12 £ 0,250 82 £ 0,001 7,66 £ 0,660
24 h (8) 21,77 £ 0,85 7,00 £ 0,003 80+ 0,044 8,07 +0,570
48 h (4) 21,53 +1,67 7,02 £ 0,080 78 £ 0,004 7,28 £ 0,015
72 h (4) 20,89 £ 2,02 7,00 £0,010 79 £ 0,007 7,44 £ 0,080
96 h (4) 21,33+ 0,80 7,07 £ 0,010 78 £ 0,004 7,34 £ 0,140

Valores indicam a média + EP e o valor de n entre parénteses.

3.3.2 Concentracdo de Niquel na Agua

Os resultados das concentragcdes de niquel total e dissolvido na

agua coletada tanto dos aquarios controles quanto nos experimentais, ao longo de

toda a exposicao (96 h) estdo apresentados na Tabela 2. A concentracéo de niquel

total apresentou-se maior que a dissolvida em todas as analises e verificou-se que

as concentragoes totais detectadas foram muito préximas das nominais.

Tabela 2 — Concentracdo de niquel total e dissolvido (mg.L”") na agua dos
aquarios contendo as concentragdes nominais de Ni correspondentes
a 0 (CTR), 0,025, 0,25 e 2,5 mg.L™, nos periodos de 0, 24, 48, 72 e

96 h.
[Ni]
nominal [Ni] Oh 24 h 48 h 72 h 96 h
(mg.L”)
0 Total ND ND ND ND ND
Dissolvido ND ND ND ND ND
0.025 Total 0,0241 £0,0012 0,023 £0,0009 0,0228+0,0017 0,0223+0,0019 0,0218 +0,0019
’ Dissolvido  0,0237 +0,0016 0,022 +0,0015 0,0218 +0,0087 0,0222 +0,0021 0,0196 +0,0017
025 Total 0,252 £0,0014 0,246 £0,0016 0,235+0,0017 0,231+0,0021 0,227 £0,0018
’ Dissolvido 0,233+0,0019 0,221+0,0035 0,224+0,0023 0,219+0,0018 0,211 +£0,0015
25 Total 2,48 £ 0,0024 2,42 £0,0018 2,37 £0,0019 2,29+ 0,0018 2,21 +0,0014
’ Dissolvido 2,37 £0,0021 2,31+£0,0149 2,22 +£0,0029 2,17 £ 0,0023 2,21 +£0,0028

Valores indicam a média £ EP. n = de 8-16. N/D: valores nao detectados. Limite de detecgéo: 0,005

mg.L"
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3.3.3 Acumulo de Niquel nos Tecidos

De acordo com as analises dos tecidos (brénquias, figado, rim e musculos, ficou
evidente que no tempo experimental de 96 h houve maior acumulo nesses tecidos
que no menor tempo de exposi¢cao (24 h), exceto para figado, que no tempo 24 h
apresentou acumulo maior que em 96 h. Os diferentes 6rgaos analisados
acumularam o metal de forma distinta, sendo que, o padrdo de acumulo de Ni
observado nos tecidos de P. lineatus, independente do tempo de exposi¢ao, foi rim >
figado > branquias > musculo. O rim foi 0 6rgdo que mais acumulou niquel (2 a 16
ug Ni.g tec™”) (Figura 9 A), seguido pelo figado (1,8 a 3,8 ug Ni.g tec™") (Figura 9 B),
branquias (0,2 a 3,1 ug Ni.g tec™) (Figura 9 C), e musculos (0,07 a 0,8 ug Ni.g tec™)
(Figura 9 D). Em todos os 6rgaos houve aumento significativo do acumulo de Ni nos
peixes expostos a maior concentragao (2,5 mg.L'1) quando comparados com seus
respectivos controles, nos dois tempos experimentais (24 e 96 h). Ficou evidente
também uma tendéncia de aumento do acumulo tecidual de niquel com o aumento
da concentragdo do metal na agua, tanto em 24 quanto em 96 h. Apenas no rim, o
acumulo de Ni dos animais da exposigcao de 24 h n&o variou significativamente entre

o grupo CTR e aqueles expostos ao metal.
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Figura 9 —Concentracdo de niquel (ug.g™ tecido seco) nos tecidos: rim (A) figado
(B), branquias (C) e musculo (D) de Prochilodus lineatus expostos apenas
a agua (CTR) e 0,025; 0,25 e 2,5 mg.L™" de niquel durante 24 e 96 h. As
barras representam as médias e as linhas verticais o erro padrao. Letras
diferentes representam diferengas significativas entre as concentracoes
para o mesmo tempo experimental (p < 0,05).
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3.3.4 Metalotioneinas

Os resultados de concentragéo de metalotioneinas no figado (Figura
10 A) e branquias (Figura 10 B) mostrou que em 24 h os valores foram maiores que
em 96 h. Sendo que para o figado, no primeiro tempo experimental, todas as
concentragbes de niquel foram significativamente diferentes do CTR. Ja para as
branquias, as concentra¢cdes de metalotioneina nao diferiram significativamente uma
das outras apés 24 h de exposicao, apesar de ficar evidente a tendéncia de aumento
com o aumento da concentragdo de Ni na agua. Apdés 96 h de exposicdo as
concentragdes de 0,25 e 2,5 mg.L'1, a concentragao de MTs, tanto no figado como
nas branquias, foi significativamente maior em relagdo aos grupos controle (Figura
10).

Figura 10 —Concentragédo de metalotioneina no figado (A) e nas branquias (B) de
Prochilodus lineatus expostos apenas a agua (CTR) e 0,025; 0,25 e 2,5
mg.L™" de niquel durante 24 e 96 h. As barras representam as médias e
as linhas verticais o erro padrdo. Letras diferentes representam
diferencas significativas entre as concentragbes para o mesmo tempo
experimental (p < 0,05).
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3.3.5 Defesas Antioxidantes

As atividades da SOD e CAT hepaticas nao variaram
significativamente entre os peixes do grupo CTR e dos grupos expostos ao Ni no
tempo experimental de 24 h (Figuras 11 A e 11 B). Ap6s 96 h, a atividade da SOD
hepatica mostrou reducédo significativa nos peixes expostos a todas as
concentragdes de Ni em relagdo aos peixes do grupo CTR (Figura 11 A). A atividade
da CAT hepatica, apresentou diminuigédo significativa apds 96 h de exposi¢éo a 0,25
e 2,5 mg.L'1 de Ni, e quanto maior a concentracdo de Ni, maior a inibicdo da
atividade enzimatica (Figura 11 B) Com relagao a atividade hepatica da enzima GPx,
nao foram verificadas variagdes significativas entre os peixes do grupo CTR e dos

grupos Ni em nenhum dos dois tempos experimentais (Figura 11 C).

Figura 11 —Atividade da SOD (A), CAT (B), GPx (C) no figado de Prochilodus
lineatus exposto apenas & agua (CTR) e 0,025; 0,25 e 2,5 mg.L”" de
niquel durante 24 e 96 h. As barras representam as médias e as linhas
verticais o erro padrao. Letras diferentes representam diferencas entre
as concentragdes para o mesmo tempo experimental (p < 0,05).
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A atividade branquial da SOD aumentou significativamente nos
peixes expostos a 0,25 e 2,5 mg.L™" de Ni, apds 24 e 96 h de exposi¢do, em relagéo
aos respectivos grupos CTR (Figura 12 A). Ja as atividades da CAT e GPx nas

branquias n&o variaram significativamente entre peixes do grupo CTR e dos grupos

expostos ao Ni (Figura 12 B e 12 C).

Figura 12 —Atividade da SOD (A), CAT (B), GPx (C) nas branquias de Prochilodus
lineatus expostos apenas a agua (CTR) e 0,025; 0,25 e 2,5 mg.L" de
niquel durante 24 e 96h. As barras representam as meédias e as linhas
verticais o erro padrao. Letras diferentes representam diferencas entre
as concentragdes para 0 mesmo tempo experimental (p < 0,05).
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Quanto a atividade da GST no figado, ndo foi observada diferenca
significativa entre os peixes do CTR e dos grupos Ni, em nenhum dos tempos
amostrais (Figura 13 A). Por outro lado, a atividade da GR hepatica aumentou
significativamente nos peixes expostos a maior concentragdo de niquel, em relagéo
aos respectivos grupos CTR, em ambos os tempos experimentais (Figura 13 B). O
conteudo hepatico de GSH nao variou significativamente entre os grupos de peixes
expostos ao Ni e seus respectivos controles em nenhum tempo experimental (Figura
13 C).

Figura 13 —Atividade da GST (A) e GR (B) hepatica e conteudo hepatico de GSH
(C) em Prochilodus lineatus expostos apenas a agua (CTR) e 0,025;
0,25e 2,5 mg.L'1 de niquel, durante 24 e 96h. As barras representam as
meédias e as linhas verticais o erro padrao. Letras diferentes representam
diferengas entre as concentragdes para o mesmo tempo experimental (p
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Nas branquias, a atividade da GST n&o variou significativamente no

tempo de 24 h, mas houve aumento da atividade desta enzima apds 96 h de

exposigao a maior concentracao de Ni em relagdo ao CTR (Figura 14 A). A atividade

branquial da GR n&o apresentou nenhuma variagao significativa apés a exposigao

ao Ni, em nenhum tempo experimental (Figura 14 B). O conteudo de GSH nas

branquias também ndo variou significativamente, apos a exposicao ao Ni, em

nenhum dos tempos de exposi¢ao (Figura 14 C).

Figura 14 —Atividade branquial da GST (A) e GR (B) e conteudo branquial de GSH
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3.3.6 Peroxidacgao Lipidica

Os resultados do conteudo de MDA, determinado pelo ensaio
TBARS para figado e branquias, estdo representados na Figura 14. Verificou-se
aumento significativo de MDA apenas no figado dos peixes exposto a maior
concentracdo de Ni testada (2,5 mg.L™"), durante 96 h (Figura 15 A). Para branquias
nao foram constatadas diferengas significativas em nenhum dos tempos

experimentais (Figura 15 B).

Figura 15 —Conteudo de MDA no figado (A) e nas branquias (B) de Prochilodus
lineatus expostos & somente a agua (CTR) e 0,025; 0,25 e 2,5 mg.L™ de
niquel durante 24 e 96h. As barras representam as médias e as linhas
verticais o erro padrdo. Letras diferentes representam diferencas
significativas entre as concentragbes para o mesmo tempo experimental

(p < 0,05).
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3.3.7 Danos no DNA

Através do ensaio cometa foram evidenciados os danos no DNA
ocasionados pelo Ni em células branquiais e eritrocitos de P. lineatus. Na Figura 16
estdo os escores médios dos danos no DNA nesses tecidos. Nos dois 6rgaos
analisados foi observado aumento significativo no escore de danos no DNA apés 24

e 96 h de exposicao as diferentes concentragdes de Ni.
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Figura 16 —Escores médios de danos em células sanguineas (A) e branquiais (B) de
Prochilodus lineatus expostos a somente a agua (CTR) e 0,025, 0,25 e
2,5 mg.L'1 de niquel durante 24 e 96 h. As barras representam as
meédias e as linhas verticais o erro padrao. Letras diferentes representam
diferencgas significativas entre as concentragbes para o mesmo tempo
experimental (p < 0.05).

50 . 750
%ﬁzm be 28 w0 '
Al ! a3
2515 b 22150
s ! E3 ¢
=
sE € w0
- - & a
g8 ] 2 _
23 a3
£ =
= (4]

¥,
=l (=1
k-
W
= =
=

(TR 0,025 035 15 (TR 0,025 025 5

24h 96h

g B
g B
Lel

&
g

blc

8
8

ab i b

2 R

CTR 0,025 0,25 25 CTR 0,025 0,25 25
24h 96h

Escore médio de danos

wn
[=1
4

Ensaio do cometa - Bringuias
wn
=]

Ensaio do cometa - Bringuias
Escore médio de danos

L=
L=

Na Tabela 3 estdo apresentados os resultados da frequéncia de
nucledides danificados em eritrocitos de P. lineatus de acordo com as classes de
danos (0, 1, 2 e 3). Nos peixes do grupo CTR observou-se maiores percentuais de
nucledides na classe 0 com 81,13 % (24 h) e 71,88 % (96 h). Na concentragéao de
0,025 mg.L™" de Ni houve aumento de nucledides de classe 1 para 24 h (47,13 %).
Em 0,25 mg.L”" observou-se aumento na frequéncia de nucledides de classe 2 em
96 h, com 52,56%. E na concentracdo de 2,5 mg.L'1 a maior frequéncia de
nucledides foi na classe 3, com 38,8 % em 24 h. Estes resultados mostram que nas

maiores concentracdes de Ni foram observados os maiores danos.
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Tabela 3 — Frequéncia média de nucledides danificados observados em cada uma
das classes do cometa (0, 1, 2 e 3) e numero de nucledides danificados
(média + EP) nos eritrocitos de Prochilodus lineatus expostos a 0,025,
0,25 e 2,5 mg.L™" de niquel ou somente a agua (CTR), durante 24 e 96 h.

Tratamento N  Tempo CLASSES DE DANOS Nucledides danificados

(média + EP)
0 1 2 3

cTR 8 24h 81,13 17,75 1,13 0 18,88 + 4,57 (a)

8 96h 71,88 19,75 7,13 1,25 28,13 £5,98 (A)

0,025 8 24h 19,25 47,13 22,38 10,00 79,50 + 3,43 (b)
8 96h 49,38 44,00 6,63 0 50,63 + 3,22 (A,C)

0.25 7 24h 15,86 42,14 20,71 21,19 84,14 + 4,46 (b)
9 96h 7,89 19,33 52,56 18,44 90,33 + 3,02 (B,C)

25 8 24h 8,00 25,13 27,75 38,88 91,75 + 3,21 (b)

8 96h 33,63 39,63 19,38 7,38 66,38 + 3,06 (C)

Letras diferentes (minusculas para 24 e maiusculas para 96 h) representam diferengas significativas
entre as concentragdes para o mesmo tempo experimental (p < 0,05) com relagdo aos nucledides
danificados.

Nas branquias dos peixes do grupo CTR observou-se maiores
percentuais de nucledides na classe 0, com 71,25% em 24 h e 71% em 96 h. Na
menor concentracdo de Ni (0,025 mg.L™") foi encontrada maior frequéncia de
nucledides de classe 1 com 56,88% em 24 h. Ja na concentragédo intermediaria
verificou-se maior frequéncia de danos na classe 2 (49,13%) em 96 h. Na maior
concentragdo de Ni testada (2,5 mg.L") foi observada maior frequéncia de

nucledides de classe 3, com 54,5% em 24h (Tabela 4).
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Tabela 4 — Frequéncia média de nucledides danificados observados em cada uma
das classes do cometa (0, 1, 2 e 3) e numero de nucledides danificados
(média £ EP) nas células branquiais de Prochilodus lineatus expostos a
0,025; 0,25; 2,5 mg.L™" de niquel ou somente a agua (CTR), durante 24 e

96 h.
Tratamento N  Tempo CLASSES DE DANOS N“c'e("’n:izsi:z':;i)cad°s
0 1 2 3
R 8 28h 7125 1888 9,88 0 28,75 + 3,32 (a)
8 96h 71,00 2250 538 1,13 29,0 £ 4,35 (A)
0,025 8 24h 3550 56,88 7,50 0,10 64,50 + 5,47 (a,b)
8 96h 43,63 4388 11,5 1,00 56,38 + 4,03 (B)
025 7 24h 2400 50,71 19,0 6,29 76,0 £ 5,45 (b)
9 96h 1525 20,50 49,13 18,38 88,0 + 2,00 (C)
. 8 24h 483 17,25 2338 5450 95,13 +0,76 (b,c)
8 96h 2425 3575 2575 14,25 75,75 + 3,96 (D)

Letras diferentes (minusculas para 24 e maiusculas para 96 h) representam diferengas significativas
entre as concentragdes para o mesmo tempo experimental (p < 0,05) com relagdo aos nucledides
danificados.

3.4 DiscussAo

Diante dos resultados apresentados evidenciou-se a importancia do
estudo dos efeitos do niquel em peixes, pois, além de alterar as defesas
antioxidantes, este metal pode causar danos em seu DNA. Ja é comprovado que o
niquel possui potencial carcinogénico tanto para animais quanto humanos
(Ptashynski et al., 2002; Chiu et al., 2004; Malik et al., 2010), comprovando assim a
relevancia que este metal oferece para estudos. Porém, apesar deste fato, trabalhos
referentes a toxicidade deste metal ainda sdo escassos; e neste sentido o presente
trabalho apresenta grande relevancia a fim de elucidar os efeitos toxicos que o
niquel exerce sobre um peixe neotropical, muito importante para a economia da
regido sul e sudeste do Brasil, onde ele € usado na dieta alimentar (Martinez, 2006).

Neste trabalho a menor concentragdo de niquel a qual os animais
foram expostos (0,025 mg.L™") equivale & concentragdo maxima de Ni total permitida
pelo CONAMA (Resolugcdo 357, de 2005) para aguas doces. As outras duas
concentragdes testadas (0,25 e 2,5 mg.L™") equivalem a valores 10 e 100 vezes
maiores do que a concentragao permitida. Concentragdes proximas a essas ja foram

detectadas em corpos de agua doce no Brasil. Por exemplo, valores de niquel total
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de 0,19 e 0,40 mg.L™ ja foram determinados, respectivamente nos cérregos Sarandi
e Ressaca, principais tributarios da represa da Pampulha em Minas Gerais (Rietzler
et al., 2001).

A concentracdo de niquel dissolvido encontrada nos tempos
experimentais analisados reflete a interacdo entre as caracteristicas fisicas e
quimicas da agua com a quantidade total do metal que foi colocada na mesma. Para
explicar como os parémetros fisicos e quimicos da agua exercem influéncia na
biodisponibilidade e especiacdo de metais em sistemas aquaticos foi proposta uma
ferramenta denominada Modelo do Ligante Biolégico (Bianchini et al., 2009). Dentre
0 parametros mais importantes estdo a dureza da agua, que € inversamente
proporcional a toxicidade dos metais (Heat, 1995; Paquin et al., 2000; Bianchini et
al., 2009); o pH, que aumenta a toxicidade do metal de acordo com o sua
diminuicao, pois assim, aumenta a dissociacao do metal e eleva as concentraces
ibnicas deste no meio (Heath, 1995; Bianchini, et al., 2009); a salinidade, onde seus
anions se ligam aos metais e diminuem sua biodisponibilidade (Bianchini, et al.,
2009); a temperatura, que esta inversamente relacionada com a solubilidade dos
compostos quimicos na agua (Bianchini, et al., 2009); e a matéria organica
dissolvida na agua e sedimento, pois apresenta grupamentos fendlicos e
carboxilicos, os quais apresentam alta afinidade pelos metais (Richards et al.,
2001; Bianchini, et al., 2009).

Acredita-se que os parametros encontrados nas aguas dos aquarios
nao tenham interferido nos resultado dos testes, uma vez que eles permaneceram
constantes. Péde-se observar neste trabalho uma diminuigdo da concentragdo de Ni
na agua dos aquarios com o passar dos tempos experimentais, pois é esperado que
este metal sofra precipitacdo, complexagao, adsorcdo e/ou absorcido, sendo estes
processos de especiacdo comuns para espécies metadlicas (Paquin et al., 2000,
2002; Peakall e Burger, 2003; Martinez et al., 2004). Pode-se inferir também que a
biota absorveu parte do metal colocado na agua, processo denominado de
bioacumulacéo.

A bioacumulagdo € muito estudada quando se trata de trabalhos
relacionados com metais, pois a biota possui a capacidade de absorver e reter
substancias provenientes do meio em que ela se encontra através da via oral,
pericutdnea e/ou respiratoria. Além do que, os metais podem se acumular nos

tecidos desses animais e ocasionar danos ao seu metabolismo (Vinodhini e
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Narayanan, 2008). O acumulo de metais ird depender de fatores como:
concentracao da espécie metalica disponivel no meio, tempo de exposi¢gao em que o
animal ficou em contato com o poluente e também dependera da capacidade de
absor¢cdo de cada organismo, que varia de espécie para espécie, dependendo
assim, da biologia de cada animal (Atli e Canli, 2007; Zhou et al., 2008).

Com relacdo ao acumulo de Ni nos tecidos observou-se neste
trabalho um maior acumulo no rim, seguido pelo figado, branquias e musculo. Diante
destes resultados podemos tracar a cinética deste metal, sendo que, o Ni foi
absorvido pelos peixes através das branquias, que sdo os primeiros 6rgaos de
contato com o poluente. Com o passar do tempo, essas branquias apresentaram-se
com seus sitios de ligagbes saturados, e entdo o metal segue para os 6rgaos de
detoxificacdo. No rim a concentragcao de Ni aumentou de acordo com o aumento do
tempo experimental. Ja no figado, o animal consegue eliminar o metal com o
aumento da exposi¢ao, portanto diminuindo o acumulo neste 6rgao. Assim, o metal
que nao foi para esses 6rgaos acabou por se acumular nos musculos, sendo que
este acumulo foi muito pequeno, sendo estatisticamente insignificante.

Autores como Vinodhini e Narayanan (2008) detectaram em seu
trabalho um maior acumulo de niquel nas branquias, seguido pelo figado, rim e
musculos de Cyprinus carpio. Ja Malik e colaboradores (2010) demonstraram que
este metal se acumulou de forma distinta nos 6rgdos de duas espécies de peixes
(Ctenopharyngodon idella e Labeo rohita) sendo que, na primeira espécie 0 acumulo
seguiu ordem: branquias > rim > figado > musculo, e para a outra espécie: figado >
rim > branquias > musculo. Assim, fica evidente que o acumulo de niquel pode variar
de acordo com a espécie animal em estudo. Em todos os trabalhos mencionados o
musculo foi o 6rgdo que menos acumulou niquel, fator este relevante, uma vez que
o musculo € a principal fonte de massa de carne consumida na alimentagao humana
(Nussey et al., 2000; Malik, 2010).

O maior acumulo de niquel no rim e figado, conforme observado no
presente trabalho, pode estar relacionado com o fato de que apds exposi¢cao aguda
0s orgaos com maior atividade metabdlica tendem a acumular mais metais em
decorréncia da presenca de proteinas envolvidas em sua eliminagdo, as
metalotioneinas (Klavins et al., 2009). O rim corresponde ao principal 6rgao de
desintoxicagcao (excregao - via urina) de metais (Vinodhini e Narayanan, 2008).

Resultado similar também foi encontrado em mamiferos apds a ingestao oral de
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niquel, onde o maior teor de acumulo foi encontrado principalmente nos rins
(USPHS 1993). O figado é considerado um 6rgao-alvo de grande importancia para
0s peixes, pois participa dos processos de desintoxicagdo e armazenamento de
metais, e estes sdo finalmente excretados pela bile. O excesso de metal pode
estimular a produgao de proteinas quelantes de metais, como as metalotioneinas,
que sao armazenadas nos hepatécitos. O figado participa da biotransformacao e
eliminagdo de xenobidticos e, por isso, pode ser utilizado no biomonitoramento,
devido a sua alta sensibilidade a poluentes (Thophon et al., 2003). As branquias
constituem o 6rgao mediador entre 0 meio externo e o interior do organismo, sendo
assim, constitui um 6érgdo multifuncional com fungdes vitais, incluindo respiragao,
osmorregulagdo, equilibrio acido-basico, e excrecdo. E através das branquias que
ocorre o contato direto dos organismos com o0s xenobidticos presentes no meio
externo, que é a principal porta de entrada dos metais, e o acumulo destes podem
provocar lesdes e danos neste 6rgao (Bols et al.,, 2001). O estudo do acumulo
tecidual em branquias tem sido frequentemente utilizado na avaliacido de impactos
tanto de habitats marinhos quanto dulcicolas (Evans et al., 2005).

As metalotioneinas sdo proteinas de baixo peso molecular (5 a 10
KDa) e ricas em cisteinas, que agem como quelantes de metal, protegendo as
células de danos ocasionados por este (Coyle, et al., 2002; Nordberg et al., 2007;
Sigel, et al., 2009). Além de diminuirem o potencial téxico dos metais, as MT podem
atuar como reservas nao toxicas de metais para a sintese de metaloenzimas. De
acordo com alguns autores as MT também auxiliam na prevencado do estresse
oxidativo, atuando como antioxidante, e limitam as possiveis lesbes ocasionadas
pelas espécies reativas de oxigénio (Correia et al., 2002; Paris-Palacios et al., 2003;
Falfushynska e Stolyar, 2009).

Neste trabalho as analises realizadas em figados e branquias de P.
lineatus demonstraram que em 24 h a producédo de MT nas branquias foi em média
duas vezes maior que em figado, e em 96 h chegou a ser em média trés vezes
maior. Isto pode indicar que a MT branquial no P. lineatus pode atuar como reforco
para a eliminacdo de ERO. Autores demonstram que a maior indugdo de MT esta
relacionada com os 6rgédos envolvidos na captagdo, acumulo e excregdo, como
branquias e figado (Roesijadi e Robinson, 1994; Filipovi e Raspor, 2003; Amiard et

al., 2006). Giguére e colaboradores (2006) relataram que a MT em individuos de
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Perca flavescens, induzida por cobre, zinco, niquel e cadmio, juntamente com a
bioacumulagao destes metais, auxiliou na protecdo contra os agentes oxidantes.

Sabe-se que a indugao da sintese de MT por metais € uma resposta
direta ao aumento da concentragao intracelular do metal que € mediada por fatores
regulatorios, assim sendo, acredita-se que a presenga do niquel tenha estimulado
esta sintese por estar em quantidades maiores que as necessarias para o
organismo, pois varios estudos em diferentes espécies de peixe e com outros metais
tém demonstrado que as MT se ligam a esses ions metalicos e que seus niveis
estdo correlacionados com os niveis teciduais desses metais (Hylland et al., 1992;
Schlenk et al., 1995; Olsvik et al., 2000; Filipovi e Raspor, 2003; De Boeck et al.,
2010). A MT também pode ter sido um sistema de defesa importante contra os
efeitos danosos do niquel para P. lineatus, ja que as enzimas antioxidantes tiveram
suas atividades inibidas em parte dos tratamentos.

Com relagao as defesas antioxidantes enzimaticas de P. lineatus,
apds 96 h de exposicdo ao niquel, observou-se que a atividade da SOD hepatica
diminuiu significativamente. Com essa inibigdo a quantidade de H,0O, fica aumentada
nas células do figado, podendo influenciar a atividade das enzimas CAT e GPx. A
SOD apresenta sensibilidade ao peréxido de hidrogénio, sendo inativada na
presenca desse composto (Sampson e Beckman, 2001). Ja nas branquias a
atividade da SOD teve aumento significativo e dose dependente nos dois tempos
experimentais, quanto maior a concentracdo de niquel, maior a atividade desta
enzima. O aumento desta atividade nas branquias pode estar ligado a uma resposta
de defesa contra as ERO formadas na presenca do niquel, evidenciando o esfor¢o
do animal para combater essas espécies reativas. Além de Parthiban e Muniyan
(2011) apresentaram dados de diminuicdo da atividade da SOD em figado da
espécie de peixe Cirrhinus mrigala expostos durante 30 dias a concentracdo sub-
letal de 3,75 ppm de niquel. Ja Vinodhini e Varayanan (2009) evidenciaram o
contrario deste trabalho, pois o nivel de SOD aumentou em figados de Cyprinus
carpio ap6s 16 dias de exposigao ao niquel, cadmio, cromo e chumbo evidenciando
o estresse crénico provocado pelos metais em estudo. Essa diferenga pode ser
devido a maior sensibilidade da espécie utilizada por esses autores e 0 maior tempo
experimental.

No figado a diminuicdo de SOD foi acompanhada pela diminuigao

significativa na atividade da CAT em 96 h. Quanto a GPx néao foram observadas
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diferencas em relagcdo ao CTR, o que pode ser explicado pelo fato desta enzima
degradar H,O, quando este se encontra em pequenas quantidades, e supde-se que
existisse grandes quantidades de H;O, devido a inibicdo da atividade da SOD;
portanto a atividade da CAT foi mais afetada, sendo insuficiente ou inibida perante a
presenca de niquel. A inibicdo da CAT também pode estar associada a ligagdo dos
metais aos grupamentos-SH da enzima, alterando sua atividade (Atli e Canli, 2007).
Romeo e colaboradores (2000) relatam que os metais podem causar alteragdes na
mitocondria, facilitando a liberacdo de O, e favorecendo a inibicdo da CAT.
Chandravathy e Reddy (1999) afirmam que o niquel interage com os tecidos e acaba
por inibir as atividades das enzimas antioxidantes. Nas branquias as atividades das
enzimas CAT e GPx nao tiveram diferengas significativas em relagdo ao controle.

A glutationa reduzida (GSH) faz parte das defesas antioxidantes néo
enzimaticas e é considerada um dos principais antioxidantes, participando da
primeira linha de defesa contra as ERO, neutralizando diretamente os pré-oxidantes
ou como substrato para as reacbes enzimaticas catalisadas pela GST e GPx
(Halliwell e Gutteridge, 2005). Nas branquias dos peixes expostos a maior
concentragdo de niquel o conteudo de GSH diminuiu significativamente em 24 e
apo6s 96 h sofreu aumento, evidenciando que com o passar do tempo o0 organismo
tentou se proteger contra o estresse oxidativo. O aumento no conteudo de GSH é
considerado benéfico para combater o estresse ambiental (Ballesteros et al., 2009).
Nas branquias a atividade da GR n&o foi significativa.

No figado nao foi observada variacao significativa no conteudo de
GSH. Esse resultado pode ter influenciado no aumento na atividade da GR hepatica,
que é a enzima responsavel em catalisar a redu¢do de GSSG (forma oxidada) em
GSH (forma reduzida), necessaria para protecao da célula contra as substancias
toxicas, reduzindo assim, as injurias celulares (Maran et al. 2009; Modesto et al.
2010). Assim, esse aumento significativo na atividade da GR nos dois tempos
experimentais com as maiores concentracdes, pode ter ocorrido de forma
compensatéria, para garantir a manutencao do conteudo de GSH no tecido hepatico.

A enzima GST possui uma funcdo importante na protecdo dos
tecidos contra os efeitos de xenobioticos (Monteiro et al., 2006; Ferrari et al.,
2004). Neste trabalho verificamos que no figado a atividade da GST nao sofreu
variagao significativa, mas nas branquias houve um aumento significativo em 96 h

na maior concentragao. Esse aumento de GST nas branquias pode ser relacionado
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a protecao celular e eliminagdo dos compostos, ja que as branquias constituem o
principal érgao de contato entre meio interno (do organismo) e externo (do ambiente
aquatico) e é responsavel por diversos mecanismos de regulagcdo do peixe, como:
as trocas gasosas, excregao via epitélio, regulacdo acido-base, transporte de ions,
etc. Segundo Ballesteros e colaboradores (2009) os estudos com esta enzima tém
se mostrado inconclusivos, e os efeitos dos poluentes mostram grandes diferencgas,
ora induzindo, ora alterando ou simplesmente sem alteragdo na atividade desta
enzima.

Quando o sistema de defesa antioxidante é insuficiente ou inativado
podem ocorrer danos oxidativos como a peroxidacgao lipidica. O dano oxidativo aos
lipidios € uma das consequéncias geradas pelo estresse oxidativo. No presente
trabalho evidenciou-se que a ativacao das defesas antioxidantes nao foi suficiente
para evitar esses danos nas células hepaticas, dado o aumento significativo nos
niveis de MDA no figado, na maior concentragcado de niquel testada, durante 96 h. O
excesso de niquel pode ter interagido com o H,O; resultando em um aumento na
concentragdo de radical hidroxil (reacdo de Fenton), principal responsavel pela
peroxidacao lipidica (Florence et al., 2002). Este aumento provavelmente esta
relacionado com a diminuicdo das atividades hepaticas da SOD e CAT em 96 h,
uma vez que Bagnyukova e colaboradores relataram que a diminuigdo da CAT afeta
a reacao de Fenton e aumenta a possibilidade de peroxidacao lipidica. Com a
presenca do niquel ocorreu a diminuigdo dessas enzimas e gerou o que chamamos
de estresse oxidativo que acabou inativando tais enzimas. Che e colaboradores
(2007) afirmam que o estresse oxidativo causado por metais pode dar origem a
modificacdes estruturais nas enzimas e inativa-las.

E sabido que o niquel pode ocasionar peroxidacdo lipidica
(Ptashynski et al., 2001, 2002). Valko e colaboradores (2006) afirmam que este
metal em concentragbes consideradas toxicas para determinadas espécie geram a
peroxidacao lipidica. Gopal e colaboradores (2009) demostraram que o cloreto de
niquel induziu a peroxidagao lipidica em branquias, figado, rim e musculo de
Cirrhinus mrigala durante 28 dias de exposi¢ao a este poluente. Parthiban e Muniyan
(2011) também constataram diminuicdo das defesas antioxidantes (SOD, CAT e
GPx) evidenciando que o niquel induziu a LPO na mesma espécie de peixe do

trabalho anterior.
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A ocorréncia de uma situagao de lipoperoxidagao indica a existéncia
de radicais livres em excesso nas ceélulas e é sabido que estes radicais podem inibir
as defesas antioxidantes gerando danos ao organismo em questdo. (Vutukuru et al.,
2006). Esta inibicdo na atividade hepatica das enzimas antioxidantes foi observada
no presente estudo, sugerindo um comprometimento nos mecanismos de defesas
antioxidantes em resposta ao excesso de geragao de espécies reativas de oxigénio
ocasionando o dano verificado em 96 h.

Apds a analise em ambos os 6rgaos foi possivel perceber que a
toxicidade do niquel aumenta significativamente com o aumento do periodo
experimental e observando os resultados quanto a linha de defesa antioxidante no
figado e branquias apds os tempos experimentais, foi possivel observar que o
sistema de defesa antioxidante foi suficiente para impedir danos oxidativos aos
lipideos somente nas células branquiais, pois nas hepaticas evidenciamos a
ocorréncia de LPO. As branquias sao o primeiro 6rgdo de contato com os
contaminantes na agua, e, como tal, € uma das primeiras portas de entrada para os
poluentes, dada a sua grande superficie de contato e permeabilidade (Wendelaar
Bonga, 1997). Portanto, as suas defesas antioxidantes foram ativadas logo no inicio
da exposicao pelo niquel, e assim, foram capazes de evitar a ocorréncia de LPO nos
tempos analisados. Desta forma foi possivel verificar que os o6rgaos analisados
possuem niveis de sensibilidade diferente ao niquel, sendo que o figado apresentou
maior sensibilidade, respondendo mais rapido a este poluente que as branquias.

O grau de integridade do DNA tem sido proposto como um indicador
de genotoxicidade sensivel e eficaz para o monitoramento ambiental (Frenzili et al.,
2004). No que se refere a utilizagdo de peixes para ensaios de toxicidade, o uso de
eritrécitos para avaliar danos no DNA através do ensaio do cometa parece ser
vantajoso devido a facilidade de coleta deste material (Sharma et al. 2007) e pelo
fato destas células estarem entre as primeiras a sofrer efeitos toxicos (Ruas et al.,
2008). Ja em relagdo ao uso das células branquiais, estas vém sendo bastante
utilizadas devido ao fato deste 6rgao estar em contato direto com os contaminantes
presentes na agua. Motivos estes, que levaram a realizagdo dos testes com esses
dois tecidos.

Nesse trabalho foi utilizado para mensurar danos nesses tecidos o
teste do cometa, sendo ele um dos testes mais utilizados para avaliacdo de quebras

na fita do DNA em animais aquaticos, em exposi¢des in vivo, in vitro e in situ (Ohe et



62

al., 2004). De acordo com os resultados obtidos foi verificada a ocorréncia de danos
na molécula de DNA de eritrécitos e branquias. Com a realizagdo deste teste foi
possivel evidenciar que o niquel é genotoxico para P. lineatus, uma vez que em
todas as concentragdes de niquel ao qual esta espécie foi submetida no periodo
experimental de 24 e 96 h, foi verificado aumento significativo no escore de dano.
Provavelmente, a ativacdo das defesas antioxidantes (SOD, CAT, GPx e GR)
desses peixes n&o tenha sido suficiente para protegé-lo contra os possiveis efeitos
prejudiciais que o niquel é capaz de desencadear no DNA, e assim ocasionaram 0s
danos observados.

Ficou evidente que no tempo experimental de 96 h, tanto em
eritrécitos quanto em células branquiais, os danos diminuiram em relagédo ao tempo
experimental de 24 h, este fato de diminuicdo no maior tempo experimental e na
maior concentragao em ambos os tecidos pode ser devido a atividade do sistema de
reparo do DNA, atuando para reparar as quebras ocasionadas pela exposi¢cao do
niquel. A fim de lidar com esses danos provocados pelo niquel existem alguns
mecanismos de reparos, caso estes nao forem ativados, podera ocorrer morte
celular por necrose e apoptose (Sandrini et al., 2009). Pode-se sugerir também que
talvez tenha ocorrido morte celular nesse maior tempo experimental, pois os danos
diminuiram drasticamente. O trabalho de revisdo de Franco (2009) relata que varios
estressores ambientais relacionam o estresse oxidativo com a apoptose, dentre
esses estressores estdo os herbicidas, as particulas que ficam em suspensido na
agua, radiagao, hidrocarbonetos poliaromaticos, os pesticidas, e os metais, que € o
enfoque deste trabalho.

Existe um consenso geral que o niquel intracelular acumula-se no
nucleo, especialmente a fragao nucleolar (NAS 1975; USEPA, 1980). De acordo com
Kasprzak (2003) os efeitos epigenéticos do niquel incluem alteracées na expressao
dos genes resultantes da metilagdo do DNA e modificagdo nas histonas,
aumentando assim a sua capacidade genotdxica. Sao raros os estudos que relatam
o efeito genotdxico do niquel em peixes. Em estudos com células de ratos expostos
de 5 a 40 mg de carbonato de niquel Valko e colaboradores (2006) evidenciaram
quebras no DNA. Efeitos semelhantes ocorreram em células de hamster expostas
de 2 a 10 mg de cloreto de niquel e em células humanas com sulfato de niquel
(OMS 1991).
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Em resumo, o presente estudo apresentou evidéncias de que o
niquel alterou as defesas antioxidantes do peixe neotropical P. lineatus, e promoveu
assim, a ocorréncia de peroxidacéo lipidica no figado e danos na molécula de DNA
em células branquiais e eritrocitos. Os ions metalicos que adentraram o corpo do
peixe pela absorgdo no epitélio e branquias, atingiram diversos outros tecidos
através da circulacdo sanguinea, acumulando-se em maiores proporgoes em 0rgaos
que tem a fungdo de retirar a substancia toxica de circulagdo, proporcionando
protecdo ao organismo. As metalotioneinas também foram induzidas a fim de
minimizar os efeitos provocados por este metal. Os diferentes tratamentos com
niquel tiveram efeitos significativos sobre as variantes bioquimicas (SOD, CAT, GST,
GSH, e GR), sendo que estes parédmetros podem ser utilizados como biomarcadores
de exposicdo ao niquel a fim de elucidar seus mecanismos de toxicidade,
juntamente com o ensaio cometa. Por sua vez,, o peixe em estudo (P.lineatus) pode

ser considerado como um biomonitor adequado de exposig¢ao ao niquel.
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CONCLUSOES GERAIS

Os resultados deste trabalho demonstraram o acumulo de niquel em
tecidos de P. lineatus e os érgéos relacionados a captacdo e desintoxicagdo do
niquel, rim e figado, foram os que mais acumularam este metal. Na Tabela 5 temos
o0 resumo dos resultados obtidos com relagdo aos biomarcadores. E baseados nos
mesmos evidenciamos que o sistema de defesa antioxidante foi mais eficiente nas
branquias que no figado, sendo que neste ultimo revelou-se a ocorréncia de
peroxidacgao lipidica apos 96 h de exposig¢ao. Isso pode indicar uma deficiéncia das
defesas antioxidantes do figado com o passar do tempo experimental. Com relagéo
ao conteudo de metalotioneinas foram verificados aumentos significativos em ambos
os tecidos, uma vez que estas proteinas atuaram a fim de minimizar os danos que o
niquel provocaria nas células hepaticas e branquiais. Em contrapartida, observou-se
o0 aumento na ocorréncia de danos no DNA das células branquiais e em eritrocitos,
evidenciando o potencial genotdéxico do niquel. Estes parametros se mostraram
eficientes biomarcadores para avaliar os efeitos toxicos do niquel, mesmo em baixas
concentracdes para os peixes. Com a realizacao deste trabalho ficou evidente que a
concentragdo maxima de niquel em aguas doces naturais, estabelecidas pela

Resolugao CONAMA 357 (2005) nao é segura para a espécie P. lineatus.



Tabela 5 — Resultados obtidos para P. lineatus expostos a 0,025; 0,25 e 2,5
mg.L'1 de niquel por 24 e 96 h. Os sinais = , A e W indicam,
respectivamente, auséncia de diferengca, aumento ou redugao
significativa em relagdo ao respectivo controle.

Niguel

0,025 mg.L*! 0,25 mg.L" 2,5 mg.L*!
24h  96h 24h  96h 24h 96h
Metalotioneinas Branquias 0 0
Figado 0\ N 0\ A o\ 0\
SOD Branquias B B A A A A
Figado = v = 2 - v
CAT Branquias - - - - - =
Figado = = = v = 7

GPx Branquias =
Figado = = = = = =
GST Branquias A
Figado = = = = = =

GR Branquias =
Figado = = = = A A
GSH Branquias = = = = 7 A
Figado = = = = = =
LPO Branquias = = = = = =
Figado = = = = = A
Danos no DNA Branquias 0 0 0 0 0
Sangue 0\ N 0\ o\ o\ 0\

SOD: superoxido dismutase; CAT: catalase; GPx: glutationa peroxidase; GST: glutationa S-
transferase; GR: glutationa redutase; GSH: glutationa reduzida; LPO: lipoperoxidagéo
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