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SANTOS, F.E.R.A. Efeitos bioquimicos, genotdxicos e fisiolégicos do cromo e seu
acumulo no peixe neotropical Prochilodus lineatus. 2013. 71 p. Dissertagao
(Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas, Area de Concentracéo
Zoologia, Mestrado) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina.

RESUMO

O cromo € um metal de grande importéncia econdémica, utilizado principalmente em
atividades de galvanoplastia e curtimento de couro que geram grande volume de
efluentes contendo o metal e que acabam atingindo os recursos hidricos. Diante
disso, o objetivo deste trabalho foi determinar o acumulo de cromo em diferentes
tecidos da espécie neotropical Prochilodus lineatus e caracterizar os efeitos deste
metal em parametros genotodxicos, bioquimicos e fisioldgicos do animal. Para tal,
juvenis de P. lineatus foram expostos a trés concentragdes nominais de cromo: 50,
100 e 150 ug.L™" (Cr 50, Cr 100 e Cr 150, respectivamente) ou somente a agua
(controle) por 24 h. A menor concentracdo testada, 50 ug.L'1, corresponde a
concentragdo maxima permitida para este metal para aguas doces brasileiras
conforme Resolugdo CONAMA 357 (2005). Apos a exposicdo os peixes foram
amostrados para a coleta de sangue e para a retirada dos 6rgaos. Para quantificar o
acumulo tecidual do cromo foram utilizados as branquias, figado, rim, musculo e as
células do sangue. Para as analises genotoxicas foram utilizadas células
sanguineas, a fim de verificar possiveis danos no DNA por meio do ensaio do
cometa. As branquias e o figado foram utilizadas para a determinagdo do conteudo
de glutationa reduzida (GSH) e peroxidacdo lipidica (LPO). A quantificagdo de
metalotioneinas (MTs) foi realizada nas branquias, figado, rim e musculo. Amostras
de sangue foram utilizadas para as analises de parametros hematologicos e as
concentracdes dos fons Na*, K*, CI" e Ca**, assim como a osmolalidade e glicemia,
foram avaliadas no plasma. A atividade das enzimas Na'/K'-ATPase (NKA) e
anidrase carbdbnica (CA) foram mensuradas nas branquias. Os resultados mostraram
que o acumulo de cromo foi maior nas branquias e o conteudo de MTs foi maior
figado dos peixes dos trés grupos expostos ao cromo. Houve diminuigdo de GSH
tecido hepatico dos grupos Cr 100 e Cr 150 e a LPO, nos trés grupos experimentais,
foi mais baixa em relagdo ao grupo controle. Verificou-se aumento de danos no DNA
das células sanguineas dos peixes expostos ao cromo. Dentre os parémetros
hematoldgicos, o nimero de eritrocitos por mm?® de sangue (RBC) foi menor nos trés
grupos expostos ao cromo, mas o hematacrito foi menor apenas no grupo Cr 150. A
concentragdo de hemoglobina ndo sofreu alteragdes significativas. A concentragéo
de K" aumentou nos grupos Cr 100 e Cr 150. A concentragdo de CI” diminuiu no
grupo Cr 50 e a de Ca®" diminuiu nos grupos Cr 100 e Cr 150. A osmolalidade foi
maior em relagdo ao controle no grupo Cr 150, mas a glicemia ndo sofreu
alteracbes. Ambas as enzimas branquiais analisadas sofreram reducdo em sua
atividade: NKA diminuiu nos grupos Cr 100 e Cr 150 e a AC no grupo Cr 150, em
relacdo ao grupo controle. Assim, este trabalho nos possibilita inferir que o cromo,
nas concentracbes testadas, pode ocasionar danos no DNA, alteragdes em
parametros oxidativos e no equilibrio osmoiénico de P. lineatus e ainda, que a
concentragdo maxima de cromo permitida pela legislagdo brasileira para aguas
doces pode comprometer a saude deste peixe neotropical.

Palavras-chave: Biomarcadores. Estresse oxidativo. Hematologia. Metalotioneinas.
Osmorregulagéo. Teste do cometa.



SANTOS, F.E.R.A. The biochemical, physiological and genotoxic effects of chromium
and its accumulation in the neotropical fish Prochilodus lineatus. 2013. 71 p.
Dissertacdo (Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas, Area de
Concentragao Zoologia, Mestrado) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina.

ABSTRACT

Chromium is a metal of great economic importance, used mainly during electroplating
and leather tanning that generates large volumes of effluent containing metal that
eventually can reach water bodies. Thus, the objective of this study was to determine
the accumulation of chromium in different tissues of the Neotropical fish Prochilodus
lineatus and investigate its effects on genotoxic, biochemical and physiological,
parameters of the animal. Juveniles of P. lineatus were exposed to three nominal
chromium concentrations: 50, 100 and 150 p.L"' (Cr 50, Cr 100 and Cr 150,
respectively) or only to water (control? in static acute toxicity tests for 24 h. The
lowest concentration tested (50 p.L”') corresponds to the maximum chromium
concentration allowed by the Brazman guidelines (CONAMA 357, 2005) for
freshwater. After the exposure period, the fish were sampled for the withdrawn of
blood and removal of organs. The chromium accumulation was measured in gills,
liver, kidney, muscle and blood cells. Red blood cells were also used for genotoxic
analysis, in order to verify DNA damage by using the comet assay. Gills and liver
samples were used for the determination of reduced glutathione content (GSH) and
lipid peroxidation (LPO); the content of metalothioneins was measured in gills, liver,
kidney and muscle. Blood samples were used for the hematologic analysis and the
determination of plasma ions (Na*, K*, CI" and Ca**) and glucose concentrations as
well as osmolality. The activity of the enzymes Na*/K*-ATPase (NKA) and carbonic
anhydrase (CA) were measured in the gills. The results showed that chromium
accumulation was larger in the gills and MT content was larger in the liver of fish
exposed to the three chromium concentrations tested. There was a decrease in GSH
in the hepatic tissue of fish from the groups Cr 100 and Cr 150 and in LPO in fish
from all experimental groups, in relation to control group. An increase in DNA
damage was verified in blood cells of fish exposed to chromium. The number of red
blood cells per mm?® of blood was lower in fish from all chromium groups in relation to
control, but the hematocrit was lower only in the group Cr 150. Hemoglobin content
did not show any significant alteration. Plasma K concentration increased in fish
from Cr 100 and Cr 150. On the other hand, plasma CI" decreased in fish from Cr 50
and Ca®* decreased in fish from Cr 100 and Cr 150. Plasma osmolality was higher in
fish from the group Cr 150 in relation to control, but plasma glucose did not show any
significant alteration. Both branchial enzymes showed reduced activity afte
chromium exposure when compared to respective control: NKA decrease in fish from
Cr 100 and Cr 150 and AC in fish from Cr 150. In conclusion, this work showed that
chromium, in the concentrations tested, can promote DNA damages, significant
changes in oxidative parameters and osmoionic imbalances in P. lineatus and
further, that the maximum concentration of chromium permitted by Brazilian law for
freshwaters can impair the health of this Neotropical fish.

Keywords: Biomarkers. Comet assay. Hematology. Metalothioneins.
Osmoregulation. Oxidative stress.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 Contaminagdo aquatica por metais

A crescente urbanizagao e industrializagdo nas ultimas décadas tém gerado
consequéncias indesejaveis aos ecossistemas (GUPTA et al., 2009). Os
ambientes aquaticos sdo os principais alvos de despejos e dejetos e acabam
recebendo diretamente os agentes quimicos provenientes de industrias e centros
domésticos além de escoamentos superficiais urbanos e agricolas (DORNFELD,
2006).

Sedimentos contaminados, fontes difusas e fontes pontuais sdo as trés
classes basicas de fonte de poluicdo no ambiente. As descargas diretas de efluentes
industriais e urbanos no ambiente aquatico sdo denominadas fontes pontuais de
poluicdo e as fontes difusas, por sua vez, sao caracterizadas pela entrada de
contaminantes por diversos pontos de origem como os lengdis freaticos, deposicéo
atmosférica e residuos agricolas (DOUST et al., 1994).

Entre as muitas substancias toxicas que afetam os ecossistemas aquaticos
estdo os metais, que vém recebendo atencdo especial por se tratarem de
contaminantes que ndo s&o biodegradados ou biotransformados, permanecendo
dentro do ecossistema e de cadeias alimentares (SMITH, 1993). Uma vez no
ambiente, os metais podem ser transportados através de varios processos,
dependendo de sua origem, de suas propriedades fisico-quimicas e das quantidades
presentes (SUNDA & HUNTSMAN, 1998). Alguns estudos sugerem que grande
parte dos metais lancados em ambientes aquaticos acaba sendo depositada no
sedimento sob formas ndo biodisponiveis, diminuindo a concentragado disponivel a
biota (CALMANO et al., 1993). Entretanto, animais filtradores e detritivoros podem
apresentar concentracdes elevadas de metais em seus tecidos, uma vez que esses
contaminantes s&o substancias tdéxicas e bioacumulativas, caracterizando uma via
de entrada para os metais nas cadeias alimentares (REEVE, 1994).

Os metais ocorrem naturalmente em baixas concentragdes, na ordem de
nanogramas a microgramas por litro (BINEY, 1994) e alguns deles apresentam
papel fundamental para a realizacdo das fungdes vitais sdo os chamados metais
essenciais que, em pequenas quantidades, sao necessarios para o0 bom

funcionamento do organismo, possuindo importante papel no metabolismo desses
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organismos. Entretanto, quando encontrados em niveis excessivos, tais elementos
podem ser extremamente toxicos (ROESIJADI & ROBINSON, 1993).

Como consequéncia da interagdo entre metais e organismos pode-se citar
alguns disturbios relacionados aos mecanismos fisiolégicos e bioquimicos dos
peixes, que sao organismos importantes para o equilibrio do ecossistema (ATLI &
CANLI, 2007; BASHA & RANI, 2003). Os metais podem ser absorvidos por esses
animais através do tegumento, pelas branquias, via alimentacéo ou via tomada de
agua, no caso dos peixes marinhos. Quando absorvidas, essas substancias podem
se ligar a proteinas e serem transportadas pelo sangue, podendo se acumular nas

branquias, tecido adiposo, rim, musculo e figado (HEATH, 1995).

1.2 Cromo

O cromo foi descoberto na Russia em 1765 por P. S. Pallas, mas foi isolado
somente em 1797 pelo quimico francés Louis-Nicholas Vauquelin a partir do
tratamento de crocoita (PbCrO4) com &cido cloridrico (ARFSTEN et al., 1998).
Alguns anos depois, 0 quimico alemao Tassaert encontrou 0 cromo em um Nnovo
minério: a cromita (FeCr,O,4). A partir de entado varios compostos de cromo passaram
a ser utilizados e, em 1820, o dicromato de potassio ja era um dos mais empregados
como pigmento da industria téxtil (ARFSTEN et al., 1998).

A produgdo mundial de cromita, em 2010, foi de 22,52 Mt, 14,51% superior a
2009 (BRASIL, 2011). Os principais segmentos que utilizam o cromo sao as
industrias quimicas e as industras de aco, de ligas de ferro e de refratarios.
Dependendo do teor em Cr;03 (6xido de cromo lll) e da razdo Cr/Fe, a cromita é
classificada como metalurgica, quimica ou refrataria. O cromo nao tem substituto na
fabricacado de acos inoxidaveis ou na produgao de superligas devido aos custos mais
elevados e de aplicacdes limitadas de outros elementos (BRASIL, 2009).

A maior parte da producgédo global de cromita, cerca de 94%, é absorvida pela
industria metalurgica na producdo de ligas de ferro-cromo, essencial para a
producao de aco inoxidavel e ligas especiais. A industria de refratarios e a produgao
de areia de fundi¢do respondem pela demanda de 4% da produgéo global deste
mesmo minério. Os tijolos refratarios sdo empregados no revestimento de fornos
metalurgicos, no refinamento das ligas dos metais néo-ferrosos, na fabricagdo de

vidros e na producdo de cimento. A industria quimica responde pela demanda



13

remanescente de 2%. A principal aplicagao € a produgao de pigmentos empregados
em atividades de curtimento couros e de tecidos e na eletroplastia (BRASIL, 2009).

O cromo pode ser encontrado em alguns estados de oxidagao, onde os mais
importantes sdo o Cr*? (redutor), Cr*® (mais estavel) e o Cr*® (oxidante) (BARCELO
et al., 1985). Uma vez absorvido pelo organismo, o Cr® pode sofrer redugao
metabdlica no interior da célula pela agcdo de redutores como o acido ascorbico
(STANDEVEN & WETTERHAHN, 1992), grupos tiol de baixo peso molecular como a
glutationa reduzida (GSH) (KORTENKAMP et al., 1996) e cisteina (QUIEVRYN et
al., 2003).

Através desses agentes redutores ocorre a transferéncia de uma série de
elétrons resultando em intermediarios de Cr*® até o Cr*® (STEARNS et al., 1995) que
€ uma molécula capaz de formar ligagdes com aminoacidos, DNA e RNA ou
proteinas (WOLF et al., 1989), induzir mutacdées (YANG et al., 1992) e distribuir-se
nos tecidos em fungao de sua quantidade (MERTZ.1969).

O Cr*® é encontrado em muitos suplementos alimentares e considerado um
micronutriente necessario para atividade metabdlica da insulina (ANDERSON,
1981). Acredita-se que o cromo é capaz de aumentar a ligagao da insulina com as
células aumentando o nimero de receptores (ANDERSON, 1998). Ja o Cr*® é mais
téxico que o Cr* (BAGCHI et al., 2002; BLASIAK e KOWALIC, 2000; VALKO et al.,
2005; LUSHCHAK et al.,, 2009) e atravessa as membranas celulares com mais

facilidade através de carregadores nao especificos (DANIELSSON et al., 1982).

1.3 Modelo experimental

Muitos organismos podem ser utilizados como bioindicadores, tendo como
critério para a escolha espécies que sejam representativas dos ecossistemas a
serem monitorados (BURGER & GOCHFELD, 2000), que tenham uma taxonomia e
biologia bem definidas e que sejam facilmente coletadas, facilitando assim os
trabalhos laboratoriais (BUSS et al., 2003). Dentre os varios organismos utilizados
para o monitoramento da qualidade dos ecossistemas aquaticos o0s peixes
destacam-se em varios estudos, pois sdo muito utilizados na alimentagdo humana e
possuem grande importancia ecoldgica, ocupando uma posicdo chave na cadeia
trofica (FLOTEMERSCH et al., 2006; VIARENGO et al., 2007).
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A espécie Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1836) (Characiformes,
Prochilodontidae), também conhecida como curimba ou curimbata, é uma espécie
de médio a grande porte e esta incluida dentre as migradoras de longa distancia do
Rio Parana (AGOSTINHO & JULIO JUNIOR, 1999) (Fig.1). Esses peixes sao
considerados importantes na pesca artesanal e comercial em varios rios brasileiros
(AGOSTINHO et al., 2007), além de desempenharem importante fungdo na cadeia
trofica pela participacdo de seus ovos, larvas, alevinos e adultos na dieta de aves
aquaticas e peixes predadores (PEREIRA et al., 2004). Encontrada em rios e lagoas
marginais, essa espécie alimenta-se de detritos e sedimentos (HAHN et al., 2004).

Esta espécie é considerada um o6timo bioindicador, uma vez que mostra-se
bastante sensivel a presenca de poluentes aquaticos, podendo ser, portanto,
empregada com sucesso em testes de toxicidade (WINKALER et al., 2001;
MARTINEZ e COLUS, 2002).

Figural— Individuo juvenil de Prochilodus lineatus

B 5
oY W e

(Fonte: LEFA/UEL).

1.4 Biomarcadores

O uso de biomarcadores esta intimamente associado com a Ecotoxicologia,
um dominio da ciéncia cujo objetivo é entender e prever efeitos de contaminantes
em comunidades naturais sob pressao antropica (CHAPMAN, 2002). Biomarcadores
sao definidos como alteragdes bioldgicas decorrentes da exposi¢cao a estressores,
evidenciadas como alteragdes bioquimicas, celulares, histologicas, fisioldgicas ou
comportamentais (DEPLEDGE, 1992). As caracteristicas mais importantes dos
biomarcadores envolvem o fato de permitirem a identificacdo das interagdes que

ocorrem entre os contaminantes e os organismos vivos, e a possibilidade de
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mensurar os efeitos subletais permitindo a pratica de agbes remediadoras e
preventivas (JESUS & CARVALHO, 2008).

Os biomarcadores podem ser classificados como de efeito, suscetibilidade ou
exposicao. Os biomarcadores de efeito ndo sdo especificos em relagdo aos
estressores e nao fornecem informagdes sobre a sua natureza, mas evidenciam a
ocorréncia de uma alteracdo que podera ser reversivel a partir do momento em que
o estressor cessar a atuagadao (WINZER et al., 2001). Os biomarcadores de
suscetibilidade podem ser definidos como indicadores de processos que causam
variagbes de respostas ao longo do tempo (BARRET et al.,, 1997). Ja os
biomarcadores de exposi¢ao sao alteragdes bioldgicas que evidenciam a exposi¢cao
dos organismos a um poluente. Exemplos de biomarcadores de exposigcdo s&o
alguns parametros bioquimicos, como as enzimas presentes no tecido hepatico,
envolvidas na detoxificagcdo de contaminantes e seus metabdlitos, englobando as
enzimas de biotransformacao de fase | e fase Il, cofatores e enzimas antioxidantes
(LECH & VODICNIK 1985).

1.4.1 Estresse oxidativo e defesas antioxidantes

O oxigénio & fundamental no processo de producdo de energia (ATP) nos
organismos aerobicos. As moléculas de oxigénio sdo reduzidas a agua, através de
reacdes de oxidacado por complexos que compdem a cadeia respiratéria e, a partir
dessas reacgdes, varios produtos do metabolismo do oxigénio podem ser formados,
dando origem as espécies reativas de oxigénio (ERO) (FERRANTE et al., 2008;
AMADO et al., 2009) como o anion radical superéxido (O2"), radical hidroxil (*OH) e
peréxido de hidrogénio (H20>), iniciando processos degenerativos.

Os danos oxidativos surgem quando os mecanismos de defesa do animal
responsaveis pela remocdo de ERO sao inadequados ou insuficientes para
combater seu excesso, prejudicando a capacidade oxidante da célula e promovendo
0 que chamamos de estresse oxidativo (MASELLA et al., 2005; MONTEIRO et al.,
2006).

Mecanismos antioxidantes enzimaticos e nao-enzimaticos sao responsaveis
pela neutralizacdo das ERO a fim de proteger os componentes celulares de
possiveis danos oxidativos (VALAVANIDIS et al., 2006). As defesas antioxidantes

nao enzimaticas possuem baixo peso molecular e sao representadas principalmente
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por moléculas hidrossoluveis como o tripeptideo glutationa na sua forma reduzida
(GSH) e o acido ascérbico (vitamina C), e por moléculas lipossoluveis como o -
caroteno (vitamina B) e o a-tocoferol (vitamina E). As defesas enzimaticas, por sua
vez, compreendem a superdéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
peroxidade (GPx) e glutationa redutase (GR) (LUSHCHAK & BAGNYUKOVA, 2006;
STURVE et al., 2008).

A GSH, o principal antioxidante ndo-enzimatico, € um tripeptideo endogeno,
composto por gamma-glutamil-cisteinil-glicina, que atua na sintese de proteinas e
DNA, no transporte de aminoacidos e como cofator essencial para a acdo da enzima
GPx, que age na eliminagao de peréxido de hidrogénio, de hidroperdxidos organicos
e da GST, que participa da detoxificagdo de substancias quimicas (HERMES-LIMA,
2004; MARAN et al., 2009). A GSH também corresponde a uma forma nao toxica de
armazenamento de cisteinas e defesa contra moléculas oxidantes e contaminantes
com potenciais danosos, como os metais (ATLI & CANLI, 2008). Sua capacidade
antioxidante se da pelo grupamento tiol (SH) reativo da cisteina, o qual também
pode ser encontrado em proteinas (PSH) ou em tidis de baixo peso molecular
(NPSH) (REISCHL et al., 2007).

14.1.1 Peroxidacdo lipidica (LPO)

Os fosfolipidios de membrana dos organismos aerdbicos podem ser alvo de
oxidantes (VALAVANIDIS et al., 2006). Esse processo denomina-se peroxidagao
lipidica ou lipoperoxidagéo (LPO) e é composto por uma série de reagdes em cadeia
(HERMES-LIMA, 2004) (Fig. 2) iniciadas quando uma ERO retira um atomo de
hidrogénio do grupo metileno dos acidos graxos insaturados (PUFAs), e o radical
formado reage com um atomo de oxigénio formando o radical lipoperoxil, que pode
continuar a cadeia ou interagir com outros PUFAs, recomegando a reagéao (DI
GIULIO & MEYER, 2008). Como consequéncia da LPO pode haver perda da
integridade da membrana com aumento de sua permeabilidade, resultando na perda
da seletividade para entrada e/ou saida de nutrientes e substancias téxicas,
alteracdo no fluxo transmembrana, disfuncdo no transporte de Na'/K* e
comprometimento dos componentes da matriz extracelular, como colageno, elastina
e proteoglicanas (LIMA & ABDALLA, 2001; BARREIROS et al., 2006).
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Figura2- Processo de lipoperoxidacao. A retirada de atomos de hidrogénio de
um acido graxo poli-insaturado (neste esquema representado por trés
ligacbes duplas) leva a formagao 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
lipoperoxidagcdo através da retirada de atomos de hidrogénio de
cadeias poli-insaturadas proximas, transformando-se em um perdxido
lipidico.

Acido graxo
/\ /\ /\—/ poliinsaturado

Abstracdo de hidrogénio

/\ 1 /\ /\—/ Rearranjo maolecular

\/i\ Dieno conjugado
| AN

+ 0. Captagio de oxigénio

— Radical Peroxil (ROO-)
A4 4

g + H- Abstracdo de hidrogénio
de cadeias de acidos
graxos adjacentes

\g'{—\ /\ / Perdxido lipidico (ROOH)

(Adaptado de SODERGREN, 2000).

Entre os produtos finais formados durante o processo de LPO destacam-se os
hidrocarbonetos e os aldeidos, como o malondialdeido (MDA) e o 4-hidroxinonenal
(4-HNE). Alguns estudos mostram que niveis elevados de 4-HNE (acima de 1 uM)
atuam em processos citotoxicos e genotdxicos, provocando danos mitocondriais,
inibindo a agcao de chaperonas e algumas isoformas de citocromos P450 (CYP2E1 e
CYP1A1), sintese de DNA e de proteinas(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007). Ja o
MDA pode atacar proteinas quando presente em ambientes de baixo pH,
ocasionando modificagées de residuos de aminoacidos. Ele ainda pode reagir com
bases de DNA gerando lesdes mutagénicas (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).
O MDA é capaz de reagir com o acido tiobarbiturico sob altas temperaturas e baixo
pH, gerando um produto de cor que pode ser quantificado por espectrofotometria,
sendo utilizado como método de detecgdo de LPO (HERMES-LIMA, 2004).
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1.4.1.2 Danos no DNA

Os danos no DNA podem ocorrer devido a diversos agentes, sejam eles
enddégenos ou exogenos. Os metais podem ser considerados agentes exdgenos
com grande potencial genotdxico que podem provocar danos no DNA de forma
direta e também através da formacédo das ERO (BENASSI, 2004). Os danos mais
facilmente detectados no DNA s&o quebras (simples ou duplas), danos alcali-labeis,
crosslinks, e quebras resultantes de reparo por excisao (TICE, 2000; SILVA et al.,
2000).

A deteccdo dessas quebras no material genético pode ser uma o6tima
ferramenta no monitoramento dos efeitos subletais de poluentes em animais
aquaticos, uma vez que existem testes, como por exemplo, o ensaio do cometa, que
sdo sensiveis para detectar esse tipo de dano (OHE et al., 2004; CAVALCANTE et
al., 2008).

O teste do cometa surgiu em 1978 quando Rydeberg e Johanson detectaram
pela primeira vez danos no DNA em células usando a técnica de eletroforese em
gel. Em 1984 Johanson com ajuda de Ostling modificaram a técnica e puderam
avaliar as quebras em fitas duplas sob condicées neutras. E em 1988 Singh e
colaboradores adaptaram o ensaio para condigdes alcalinas (pH = 13), determinando
nao somente as quebras na fita dupla, mas também quebras nas fitas simples e os
sitios alcali-labeis (DHAWAN et al., 2009). O principio desta técnica baseia-se no
fato de que o DNA da célula que nao apresentar dano migrara de forma homogénea
durante a corrida de eletroforese formando um circulo. Caso o DNA apresente dano
serdo formados fragmentos de diversos tamanhos de modo que os fragmentos
menores migrem mais rapidamente em relacdo aos maiores originando a figura
tipica de um cometa (OLIVE et al., 1990) (Fig. 3). Muitos sdo os tecidos que podem
ser utilizados para a realizagdo do ensaio do cometa, para peixe podemos destacar
as células sanguineas, figado e brénquias (LEE & STEINERT, 2003).
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Figura 3 - Classificagdo visual dos cometas de acordo com o grau de dano no
DNA. As caudas representam a migracdo do material genético
danificado. A - dano 0 (sem danos); B - dano 1; C - dano 2; D - dano 3
(maximo dano).

1.4.1.3 Metalotioneinas (MTs)

Outro importante antioxidante, as Metalotioneinas (MTs), sdo uma classe de
proteinas citosolicas de baixo peso molecular (em torno de 6 — 7 kDa) e de estrutura
composta de uma unica cadeia de aminoacidos dos quais 20 sao cisteinas, que
representam em torno de 30% do total de aminoacidos. A abundéncia de ligantes tiol
(-SH) dos residuos de cisteina presentes na estrutura das MTs confere a essas
proteinas uma alta afinidade por ions metalicos livres (NORDBERG, 1998). Essas
proteinas também estdo envolvidas na regulagdo de metais essenciais, como o
cobre e zinco, assim como na desintoxicagdo de metais ndo-essenciais (AMIARD et
al., 2006). As MTs atuam como quelantes de metais e quando estes se encontram
em excesso nas células desempenham um importante papel, atuando na
desintoxicagdo e excregdo, aumentando a tolerancia aos metais (LINDE et. al.,
2001; GOPAL, 2009).

O uso das MTs como biomarcadores no monitoramento da poluicdo por
metais evidencia o papel dessas proteinas como indicadoras de concentracdes
subletais de ions metalicos e, consequentemente, da relevancia biolégica da
presenca destes poluentes em ambientes aquaticos (CHAN, 1995). Além de atuar
como quelantes de metais, as MTs apresentam propriedades antioxidantes
importantes, inibindo reagcées de propagacao de radicais livres através da ligagao
seletiva de ions de metais pro-oxidantes, tais como ferro e cobre, e dos
potencialmente toxicos, como cadmio e mercurio. Além disso, € um potente inibidor
de espécies reativas de oxigénio, limitando as possiveis lesdes por elas ocasionadas
(SUZUKI et al., 2002).
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Em peixes, os esforgos para estabelecer o papel das MTs tém focado na
funcdo da proteina na reducdo da toxicidade de metais (HOGSTRAND & HAUX,
1991). Varios 6rgéos de peixes expostos a metais podem apresentar aumento na
concentragdo de MTs e o figado é geralmente o érgdo com concentragdes mais
altas, pois os tecidos envolvidos com a absor¢ao de metais, estoque e excrecao séo
0s que possuem maior capacidade de sintetizar MTs (OLSVIK et al., 2000). No
entanto, a grande influéncia dos metais em promover a indugdo de MT pode variar
de acordo com a espécie, tecido e condigdes experimentais (ROESIJADI &
ROBINSON, 1994; FILIPOVI & RASPOR, 2003).

1.5 AcUmulo de metais nos tecidos

O acumulo de metais nos tecidos ocorre em relagdo direta com sua
concentragcdo no ambiente, o periodo de exposi¢cdo e as caracteristicas da agua,
como concentragao de ions, pH, dureza e temperatura (ATLI & CANLI, 2007). Além
disso, a concentragdo de metal no organismo do peixe também varia conforme seu
tamanho, idade, habito alimentar, habitat, variacdo sazonal e condi¢gdes de saude
(JALLEL et al., 1996).

A absorgao de contaminantes através do meio circundante através da tomada
direta pelas branquias ou pele denomina-se bioconcentracdo, enquanto a absorgao
pelo meio e também pela ingestdo de particulas suspensas e pelo consumo de
alimentos contaminados é chamada de bioacumulagao (DALLINGER et al., 1987;
MANCE, 1990). Quando a concentragdo no tecido de um organismo é maior que
aquele no alimento ou no nivel tréfico adjacente, ocorre o que chamamos de
biomagnificacdo (REINFELDER et al., 1998).

Nos peixes a estreita relagao entre o ambiente aquatico e a superficie epitelial
implica em que o tecido branquial, a pele e o intestino sejam os primeiros a entrar
em contato com os poluentes, tornando estes 6rgdos potenciais indicadores de
qualidade ambiental (MAZON & FERNANDES, 2001). O acumulo de metais pelas
branquias é determinado pela combinagao entre o metal absorvido pela superficie
branquial e a subsequente transferéncia a corrente sanguinea (MAZON &
FERNANDES, 1999).
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1.6 Parametros hematoldgicos

Os parédmetros do sangue como numero de eritrécitos, concentragado de
hemoglobina e hematdcrito sdo considerados indicadores fisiologicos importantes
para avaliagdo da saude de peixes expostos a substancias téxicas (ADHIKARI et al.,
2004; JESUS & CARVALHO et al, 2008). Desordens hematologicas sao
caracterizadas por alteragcdes na estrutura das células, como modificagdes nucleares
e mudancgas em sua conformacgao, e também por desordens na funcao celular, como
nos mecanismos de coagulagcédo (CLAUSS et al., 2008).

indices como o contetido de hemoglobina (Hb), o nimero de eritrécitos (RBC)
e hematécrito podem sofrer alteragbes apos a exposigdo do animal a um agente
estressor. A baixa concentracdo de hemoglobina, assim como a redugdo do numero
de eritrécitos, sao possiveis causas do quadro de anemia desenvolvido por animais
expostos a contaminantes (HEATH, 1995). J&4 o hematdcrito refere-se ao volume
ocupado pelas células vermelhas sanguineas e diferentes espécies de peixes
podem apresentar grande variacdo neste parametro (STREIT, 1998). Um aumento
do valor do hematdcrito pode ser causado, por exemplo, por danos nas branquias
em decorréncia de hipdxia interna, ocorrendo, neste caso, um inchago dos eritrocitos
(HEATH, 1995).

1.7 Parametros osmoibnicos

Disturbios no balango hidrico e na homeostase ibnica sdo aspectos
caracteristicos de estresse em peixes. Isso ocorre devido a relagao entre os fluidos
corpéreos nas branquias e o ambiente aquatico (WENDELAAR-BONGA, 1997).
Muitos agentes estressores, como os metais, afetam a estrutura branquial causando
danos as trocas gasosas e ao balango hidromineral destes animais (WENDELAAR-
BONGA, 1997).

As principais células branquiais relacionadas aos mecanismos de
osmorregulacédo e ao equilibrio acido-base sdo as chamadas células cloreto (CC).
Estas células sdo ricas em mitocéndrias e possuem diversas ATPases como a
Na’/K'-ATPase (CLAIRBONE et al., 2002), que é sensivel a diversos tipos de
contaminantes podendo ser utilizada para o monitoramento das condi¢cdes

ambientais (STAGG et al., 1992). A metaloenzima anidrase carbénica (AC), por sua
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vez, € a principal enzima branquial relacionada ao equilibrio acido-base, sendo
responsavel por catalisar a hidratacdo do gas carbdnico, gerando acido carbdnico,
que em pH fisiolégico se dissocia em proton hidrogénio e o anion bicarbonato
(PERRY & GILMOUR, 2006). O zinco, o metal central da AC, pode ser deslocado
por outros metais levando a uma alteracdo em sua estrutura tridimensional podendo
potencialmente afetar sua atividade causando prejuizos ao organismo (BROOKS &
MILLS, 2003).

Teleosteos de agua doce captam ativamente ions como Na* e CI através de
superficies osmorregulatérias, principalmente o epitélio branquial, e produzem um
grande volume de urina diluida. Desta maneira estes animais compensam o ganho
osmotico de fluidos e a perda difusa de ions (MARSHAL, 2002). Assim, a
osmolalidade plasmatica, as concentragdes individuais dos ions sodio (Na™*), cloreto
(CI) e potassio (K"), séo variaveis fisiologicas utilizadas como indicadores de efeitos
subletais de poluentes em peixes.

Deste modo, a avaliagao dos efeitos do cromo no ambiente aquatico torna-se
necessaria a fim de qualificar e quantificar os possiveis efeitos do cromo para a
espécie P. lineatus e, consequentemente, para o ecossistema através de testes e
ensaios capazes de mensurar alteragdes bioquimicas, genotdxicas e fisioldgicas

além do acumulo deste metal em diferentes 6rgaos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

° Verificar o acumulo de cromo em diferentes tecidos e os efeitos deste metal
em parametros genotdxicos, bioquimicos e fisiolégicos do peixe da espécie

Prochilodus lineatus.

2.2 Objetivos especificos

e Analisar o acumulo de cromo em diferentes tecidos de P. lineatus expostos ao
cromo (50, 100 e 150 pg.L™") durante 24 h (periodo que corresponde a fase de
chogue onde ocorrem mudangas que atuam como mecanismos compensatorios
no organismo com o proposito de preservar a fungédo dos érgédos vitais);

e Examinar o possivel efeito genotoxico do cromo por meio da analise da ocorréncia

de danos no DNA em eritrocitos de P. lineatus.

e Verificar se ocorre alteracdo no conteudo de metalotioneinas em branquias,
figado, rim e musculo de P. lineatus apds exposicao ao cromo;

e Avaliar os possiveis efeitos do cromo no conteudo do antioxidante glutationa
reduzida (GSH) e na ocorréncia de danos oxidativos teciduais (peroxidagao

lipidica) no figado dos peixes;

e Averiguar se a exposi¢cao aguda ao cromo promove alteragbes osmoidnicas e na

atividade branquial das enzimas Na*/K*-ATPase e anidrase carbonica;

¢ Investigar os efeitos do cromo em parametros hematolégicos e na glicemia de P.

lineatus.
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RESUMO

Os efeitos do cromo foram avaliados em peixes jovens da espécie Prochilodus
lineatus expostos as concentragdes nominais de 50, 100 e 150 pg.L™ de cromo.
Apoés 24 h de exposicdo os animais foram amostrados para a retirada de sangue,
branquias, figado, rim e musculo para as analises. Os niveis de glutationa reduzida
(GSH) e peroxidacéo lipidica (LPO) foram avaliados no tecido hepatico e para a
analise da concentracdo de proteinas semelhantes as metalotioneinas (MTs) foram
usadas branquias, figado, rim e musculo. A concentragdo de cromo foi determinada
nas branquias, figado, rim, musculo e também nas células do sangue. A ocorréncia
de danos no DNA foi analisada nos eritrécitos por meio do teste do cometa. Os
resultados mostraram que em 24 h de exposi¢cdo o cromo acumulou-se somente nas
branquias dos animais expostos. Com relacdo a GSH verificou-se que a exposi¢cao
ao cromo promoveu diminui¢do desse antioxidante no figado dos peixes, entretanto
os niveis de LPO mantiveram-se abaixo daqueles encontrados no grupo controle,
indicando ndo haver danos oxidativos nhas membranas celulares. Por outro lado foi
evidenciado aumento na ocorréncia de danos no DNA dos eritrécitos dos peixes
expostos as trés concentracdes de cromo testadas. Ocorreu também aumento de
MTs no figado dos animais, indicando o papel protetor destas proteinas a presenca
de cromo. Em resumo, este trabalho mostrou que o cromo pode acumular-se nas
branquias de P. lineatus, induzir a sintese de metalotioneinas, alterar os niveis de
GSH nas células e causar danos ao DNA dessa espécie. Assim, pode-se concluir
que o cromo, mesmo em baixas concentragdes, pode ocasionar danos na espécie
neotropical P. lineatus e que a concentragdo maxima de Cr permitida pela legislagao
brasileira, que é de 50 pg. L', ndo é segura para esta espécie.

Palavras-chave: danos no DNA, estresse oxidativo, glutationa, lipoperoxidagao,
metalotioneinas, teste do cometa.
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3.1 INTRODUCAO

A poluigdo por metais tornou-se um sério problema de saude publica e
ambiental devido aos grandes volumes de residuos liberados nos corpos hidricos a
partir de processos industriais (Vutukuru et al., 2007). O cromo é um metal de
transicdo que, apesar de existir sob diversos estados de oxidagdo, as formas mais
comuns s3o a trivalente (Cr’*) e a hexavalente (Cr®*) que apresentam propriedades
quimicas diferentes, sendo a forma hexavalente considerada a forma mais toxica,
ocorrendo associada ao oxigénio como fons cromato (CrO4?) ou dicromato (Cr,07%)
(Cervantes et al., 2001). Naturalmente, no ar atmosférico, as concentragdes de
cromo encontradas sdo menores que 0,1 ug.m3, e em aguas nao contaminadas os
valores estdo na faixa de 1,0 ug a poucos pg.L'1. Na agua do mar as concentragdes
encontradas variam entre 1 e 10 pg.kg”'. Na maioria dos solos, o cromo &
encontrado em baixas concentragdes, 2-60 mg.kg™', e somente uma fracdo desse
total esta disponivel para as plantas (WHO, 1988). A elevada concentracdo de
cromo nos ecossistemas aquaticos esta atribuida a atividades como a galvanoplastia
e o curtimento de peles que utilizam este metal como subproduto e acabam
langando seus efluentes em corpos d’agua (Kotas e Stasicka, 2000). No Brasil, de
acordo com a Resoluggo CONAMA 357 (2005), o valor maximo de cromo total
permitido em aguas doces é de 50 pg.L™".

Em peixes teledsteos a entrada de substancias toxicas se da via branquias,
tegumento ou alimentagdo, e o acumulo ocorre de forma ndo homogénea nos
diferentes érgéos e tecidos (Alves e Wood, 2006). Uma vez no ambiente aquatico, o
cromo pode acumular-se nos organismos em concentragées muito elevadas que
geralmente atingem 6rgaos metabolicamente ativos como o figado, rins e branquias
(Svecevieius, 2007) e induzir a expressao de proteinas como as metalotioneinas,
responsaveis por controlar a distribuicdo de metais circulantes no organismo (Di
Giulio et al., 1995; Viarengo et al., 2007).

Os metais como o cromo também podem estimular a formagao de espécies
reativas de oxigénio (ERO) como o anion radical superdxido (O27), radical hidroxil
(*OH) e peroxido de hidrogénio (H20;) que, em grandes quantidades, podem causar
sérios prejuizos ao metabolismo de peixes (Lionetto et al., 2003; Gioda et al., 2007).
Esses animais possuem um sistema de defesa antioxidante, responsavel pela

neutralizacdo das ERO, constituido por defesas antioxidantes enzimaticas e nao
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enzimaticas, que podem reagir com intermediarios reativos, e também reparar os
danos causados por eles (Martinez, 2006; Valavanidis et al., 2006; Halliwell e
Gutteridge, 2007).

As principais defesas antioxidantes enzimaticas dos organismos sé&o
representadas pela superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
peroxidade (GPx) e glutationa redutase (GR), enquanto as defesas ndao enzimaticas
sdo moléculas de baixo peso molecular, lipossoluveis como o [-caroteno (vitamina
B) e o a-tocoferol (vitamina E) ou hidrossoluveis, como o acido ascorbico (vitamina
C) e o tripeptideo glutationa na sua forma reduzida (GSH) (Lushchak e Bagnyukova,
2006). A GSH atua na defesa contra moléculas oxidantes e contaminantes
potencialmente danosos, como os metais, além de participar da sintese de proteinas
e DNA, transporte de aminoacidos, manutengao do status tiol-dissulfeto e como um
cofator essencial para algumas enzimas. As atividades ou concentragdes desses
antioxidantes quando alteradas podem ser indicadoras de exposi¢do a poluentes,
bem como ferramentas utilizadas em avaliagdes toxicoldgicas (Almeida et al., 2001;
Monteiro et al., 2006).

Entretanto, se esses mecanismos responsaveis pela neutralizagdo das ERO
forem insuficientes ou até mesmo inadequados, ocorre o estresse oxidativo, que
pode resultar em danos ao DNA, oxidacdo de proteinas e peroxidagao de lipidios
(LPO) (Monteiro et al., 2006). O processo de LPO decorre de uma série de reacdes
nos acidos graxos poli-insaturados das membranas celulares que sao sensiveis a
oxidagdo ocasionada pelas ERO devido as suas duplas ligagdes (Hermes-Lima,
2004). A LPO ¢ iniciada principalmente por radicais hidroxil, especialmente por
reacdes catalisadas por metais de transi¢do (Valavanidis et al., 2006).

Diferentes efeitos e respostas a contaminantes, como os metais, podem ser
observados de acordo com a espécie analisada em fungao de sua fisiologia e das
condigbes ambientais a que esta adaptada (Atli e Canli, 2008). Assim, algumas
espécies de peixe da regido neotropical revelam-se bioindicadores em potencial, por
terem alguns de seus parametros sensivelmente alterados em presenga de
contaminantes aquaticos (Sampaio et al, 2008). Prochilodus lineatus € uma das
principais espécies encontradas a partir da porgdo meédia do Rio Parana ao Estuario
La Plata (Quirds e Cuch, 1989; Quirds, 1990). Quirés e Cuch (1989) estimaram que,
em média, 73% do total das capturas durante o periodo 1945-1984 foi composto por

P. lineatus. Popularmente conhecido como curimba, essa espécie possui habito
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detritivoro estando em constante contato com sedimentos (Cazenave et ai. 2009) e,
consequentemente, exposto aos contaminantes que podem estar depositados
nesses compartimentos.

Portanto, devido ao fato das altas concentracbes de cromo serem
consideradas uma ameacga aos ambientes aquaticos e aos organismos que habitam
esses ecossistemas, o presente estudo teve como objetivo avaliar a influéncia nos
parametros genotoxicos, bioquimicos e fisioldgicos deste metal sobre a espécie de

peixe neotropical Prochilodus lineatus.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Manutencéo dos animais e exposi¢do ao cromo

Exemplares jovens de curimba, Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1836),
foram fornecidos pela Estagdo de Piscicultura da Universidade Estadual de
Londrina, PR, Brasil. Os animais foram aclimatados por cinco dias em tanques
contendo 300 L de agua desclorada e aerada. Durante esse periodo os parametros
da agua foram continuamente monitorados e os valores (média + EP) foram: pH 6,8
+ 0,6, condutividade 75 + 10 yus cm™, oxigénio dissolvido 7,8 + 0,13 mg O, L™,
temperatura 19,05 + 0,68 °C e a dureza da adgua manteve-se em 36 mgCaCOs;.L™".
Os peixes foram alimentados com ragado comercial no segundo e quarto dias de
aclimatacgao.

Para analisar a concentracdo de cromo total e dissolvido a que os peixes
foram expostos, a agua dos aquarios experimentais e controle foi coletada com o
auxilio de seringa de vidro nos tempos 0 e 24 h. Para as analises de cromo total a
agua coletada foi armazenada em tubos plasticos com a adigao de 0,5% de acido
nitrico. Ja para as analises do cromo dissolvido, as amostras foram filtradas (0,45
um), acidificadas (0,5% HNO3) e armazenadas. As amostras foram mantidas a 4°C
até as analises de cromo em espectrofotdmetro de absorgédo atémica (EAA-AAnalyst
700, Perkin Elmer, USA).

Os peixes foram submetidos a testes estaticos de toxicidade aguda por 24 h.
Esse tempo corresponde a fase de choque, um periodo inicial de mudangas que
atuam como mecanismos compensatorios no organismo com o proposito de

preservar a fungdo dos érgéos vitais. Os animais foram divididos em grupos de 8



29

individuos e colocados em aquarios contendo 80 L de agua desclorada e aerada.
Um grupo controle (CTR) foi exposto somente a agua e trés grupos experimentais
foram expostos as seguintes concentragdes nominais de cromo obtidas a partir do
dicromato de potassio (K2Cr,07): 50 ug.L™" (Cr 50), 100 pg.L™" (Cr 100) e 150 pg.L™”
(Cr 150). A menor concentracdo testada, 50 pg.L™", corresponde a concentracédo
maxima permitida para este metal para aguas doces brasileiras de classes 1, 2, 3 e
4 (Resolugado CONAMA 357, 2005). O grupo controle foi amostrado
simultaneamente aos grupos expostos ao cromo.

Apos as 24 h de exposicdo os peixes foram retirados dos aquarios e
anestesiados com benzocaina (0,1 g.L™") para a retirada de sangue pela veia caudal.
Em seguida, os animais foram mortos por secgdo medular para a retirada das
branquias, figado, rim e musculo, que foram congelados em ultrafreezer (- 80°C) até

o0 momento das analises.
3.2.2 Quantificacdo de glutationa reduzida (GSH) e peroxidacdo lipidica (LPO)

O figado foi pesado, homogeneizado em tampao fosfato de potassio (0,1 M,;
pH 7,0), centrifugado (20 min, 14700 g, 4°C) e o sobrenadante foi separado para
quantificacdo de glutationa reduzida, GSH, e LPO. A concentracdo de GSH foi
determinada de acordo com o método de Beutler et al. (1963) pela reacdo da
glutationa com o 5,5'-ditiobis-2-acido nitrobenzdéico (DTNB), formando o tiolato (TNB)
de cor amarelada, em 412 nm. A GSH foi expressa em ug de GSH.mg de proteina ™,
a partir de uma curva padrao para a GSH. A LPO foi estimada pela produgao de
malondialdeido (MDA), de acordo com o método descrito por Federici et al. (2007),
que consiste em quantificar o MDA pela reagdo com o acido tiobarbiturico (TBA) em
530 nm. A peroxidacao lipidica foi expressa em equivalentes de MDA, como umol

MDA.mg de proteina™, usando uma curva padréo de MDA.

3.2.3 Quantificacdo de proteinas semelhantes as metalotioneinas

A concentracao de MTs foi avaliada em amostras de branquias, figado, rim e
musculo por meio da medida de concentracdo de grupamentos—SH, segundo a
metodologia descrita por Viarengo et al. (1997). Os tecidos foram homogeneizados

(1:5-m/v para figado e 1:3-m/v para demais tecidos) em tamp&o (Sacarose 0,5 M,
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Tris 26 mM, fluoreto de fenilmetilsulfonil 0,5 mM, B-mercaptaetanol 1,3 mM) e
centrifugados por 45 minutos (21300 g; 4 °C), o sobrenadante foi submetido a
fracionamento etanol/cloroférmio acido para obtengdo de uma fracdo de
metaloproteinas parcialmente purificada. Nesta fragdo foram quantificados os grupos
sulfidril (-SH) utilizando-se o reagente de Ellman, em espectrofotdmetro a 412 nm. A
glutationa reduzida (GSH) foi utilizada como padrao e o conteudo de metalotioneinas

foi expresso em nmol de GSH mg de proteina™.

3.2.4 Quantificacdo de cromo nos tecidos e na agua

A concentragao de cromo foi determinada em amostras de branquias, figado,
rim, musculo e células do sangue. O sangue foi centrifugado (18600 g; 10 min) para
a separagdao das células. As amostras de tecidos e células sanguineas foram
pesadas e mantidas em estufa a 60° C até sua secagem total. Depois de secos, 0s
tecidos foram imersos em acido nitrico (65% Supra Puro — Merck) 1N na proporgéo
de 1:5 (peso: vol.), e mantidos a 60° C durante 48 h. Apos esse periodo as amostras
foram centrifugadas (14000 x g, 20 min) e o sobrenadante foi diluido em HNO3 1%
para posterior quantificacdo do metal. As concentracbes do metal foram
determinadas por atomizacido eletrotérmica em espectrofotdbmetro de absorgéo
atbmica com forno de grafite (AAnalyst 700, Perkin Elmer, USA) através de uma
curva padrao construida a partir de uma solugdo padrdo com concentragcbes de
cromo dissolvido de 0 a 45 pg.L™" diluida em solugdo de &cido nitrico 0,2 %. As

amostras foram analisadas em duplicatas.

3.2.5 Quantificacdo de danos no DNA — Ensaio do cometa

O ensaio alcalino do cometa foi realizado com eritrécitos, com base na
metodologia descrita por Singh et al. (1988) e com modificacbes descritas por
Vanzella et al. (2007). Apés a amostragem, o sangue foi adicionado a salina
tamponada com fosfato (PBS: NaCl 126,6 mM, KCL 4,8 mM, CaCl 1,5 mM, NaHCO;
3,7 mM, Na;HPO,4 8,9 mM, NaH,PO,4 2,9 mM) e misturado com agarose de baixo
ponto de fusdo. Esta mistura foi colocada em lamina de vidro previamente coberta
com agarose normal, coberta com laminula, e permaneceu na geladeira por 30 min.

Em seguida as laminulas foram retiradas e as laminas foram colocadas em solugao
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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 solugéo 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 apés 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 as analises, as laminas foram coradas com o corante GelRed
(Uniscience) e cobertas com laminula. Foram examinadas em microscopio de
fluorescéncia na objetiva de 40x em teste cego. Foram analisados 100 nucledides
por lamina. Baseado em Kobayashi et al. (1995), os danos no DNA foram
classificados visualmente conforme a migragdo dos fragmentos de DNA em quatro
classes: 0: sem dano visivel; 1: cauda menor que o didmetro do nucleo; 2:
comprimento de cauda de 1 a 2 vezes o didmetro do nucleo; 3: comprimento da
cauda maior que duas vezes o didmetro do nucleo. Para cada peixe o escore foi
calculado multiplicando-se o numero dos nucledides observados em cada classe de

dano pelo valor da classe (0, 1, 2 e 3), gerando um valor entre 0 e 300.

3.2.6 Anadlises estatisticas

Os resultados obtidos nos diferentes tratamentos (CTR X Cr 50 X Cr 100 X Cr
150) foram comparados entre si através de andlise de varidncia paramétrica
(ANOVA) ou ndo-paramétrica (Kruskall-Wallis), de acordo com a distribuicdo dos
dados (normalidade e homogeneidade de variancia). Quando houve indicagado de
diferencgas significativas elas foram localizadas utilizando-se o teste de comparagdes
multiplas Student-Newman-Keuls (SNK). Foram considerados significativos valores
de P < 0,05.
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3.3 RESULTADOS
3.3.1 Paradmetros da agua

Ao longo dos experimentos os valores de temperatura, pH, condutividade e
oxigénio dissolvido (OD) foram monitorados e nao variaram significativamente.
Mantiveram-se os valores (média £ erro padrao) de temperatura 19,9 + 1,33 °C, pH
6,81 + 0,26, condutividade 75 + 2 pS.cm™; OD 7,69 + 0,29 mg.L”" e a dureza
manteve-se em 36 mgCaCOs.L™".

As médias das concentragées de cromo total na agua coletada dos aquarios
experimentais Cr 50, Cr 100 e Cr 150 em 0 e 24h foram de 107,4; 100,7 e 97,93%,
respectivamente, do valor das concentragdes nominais (Tabela 2). Ja as
concentragdes de cromo dissolvido nos grupos foram de 104,8; 99,2 e 87,52% das

nominais. Na agua dos aquarios do grupo CTR o cromo n&o foi detectado.

Tabelal- Concentracdes de cromo total e dissolvido (ug.L”') na &agua dos
aquarios contendo as concentracdes nominais de Cr correspondentes
a 0 (CTR), 50, 100 e 150 ug.L™", no periodo de 24 h.

[cr2$g°f‘_1')"a' [Cr] 0h 24h
0 Total ND ND
Dissolvido ND ND
50 Total 54,10 52,94
Dissolvido 52,49 52,32
100 Total 102,85 98,72
Dissolvido 100,70 97,79
150 Total 150,95 142,85
Dissolvido 133,90 128,66

Valores indicam a média. N/D: valores ndo detectados. Valor de n = 2.

3.3.2 Conteudo de glutationa reduzida (GSH) e peroxidacéo lipidica

O cromo promoveu diminuicdo na concentracdo de GSH no figado dos

animais do grupo Cr 150 em relag&o ao grupo controle (Fig. 4A).
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Os peixes pertencentes aos trés grupos experimentais (Cr 50, Cr 100 e Cr
150) apresentaram redugao na concentracdo de MDA no figado quando comparados

ao seu respectivo controle (Fig. 4B).

Figura 4 - Concentracdo (média £ EP, n: 6-8) de GSH (A) e MDA (B) no figado de
P. lineatus apds 24 h de exposicdo ao cromo nas concentragdes de 50
ug.L™" (Cr 50), 100 pug.L™" (Cr 100), 150 pg.L™" (Cr 150) ou apenas a agua
(CTR). Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos

(P < 0,05).
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3.3.3 Concentracgéo de proteinas semelhantes as metalotioneinas

Os resultados da concentragdo de MTs mostraram um aumento destas
proteinas apenas no figado dos individuos dos trés grupos experimentais (Cr 50, Cr
100 e Cr 150) quando comparados ao grupo controle (Fig. 5A). Os demais tecidos
analisados, como branquias (Fig. 5B), rim (Fig. 5C) e musculo (Fig. 5D) néo
apresentaram variagao significativa no conteudo de MTs apds a exposigcdo ao

cromo.
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Figura5- Concentragdo de metalotioneinas (média + EP, n: 5-7) no figado (A),
branquias (B), rim (C) e musculo (D) de P. lineatus apos 24 h de
exposicdo ao cromo nas concentragdes de 50 pg.L™ (Cr 50), 100 pg.L™
(Cr 100), 150 pg.L™" (Cr 150) ou apenas & agua (CTR). Letras
diferentes indicam diferencga significativa entre os grupos (P < 0,05).
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3.3.4 AcUmulo de cromo nos tecidos

Aumento significativo na concentragdo de cromo foi observado apenas nas
branquias dos animais dos grupos Cr 100 e Cr 150 em relagdo ao grupo controle
(Fig. 6B). Nos demais tecidos analisados, como figado (Fig. 6A), rim (Fig. 6C),
musculo (Fig. 6D) e nas células sanguineas (Fig. 6E) ndo houve variagao
significativa na concentragdo tecidual de cromo apds a exposi¢cao as diferentes

concentracées do metal.

B)

D)
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Figura 6 - Concentracdo de cromo (média + EP, n: 5-8) no figado (A), branquias
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(B), rim (C), musculo (D) e células do sangue (E) de P. lineatus apos 24
h de exposicdo ao cromo nas concentracdes de 50 nug.L™ (Cr 50), 100
ug.L™ (Cr 100), 150 pg.L”" (Cr 150) ou apenas a agua (CTR). Letras
diferentes indicam diferencga significativa entre os grupos (P < 0,05).
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3.3.5 Danos no DNA

O cromo promoveu danos no DNA dos eritrécitos dos peixes dos trés grupos

experimentais (Cr 50, Cr 100 e Cr 150) quando comparados ao grupo controle
(Fig.7).

Figura7 - Escore de danos (média + EP, n = 8) em eritrécitos de P. lineatus apds
24 h de exposicdo ao cromo nas concentracdes de 50 pg.L™" (Cr 50),
100 pg.L™" (Cr 100), 150 pg.L™" (Cr 150) ou apenas & agua (CTR).
Letras diferentes indicam diferenga significativa entre os grupos (P <

0,05).
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Na Tabela 2 estido 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). E possivel observar que o nimero de nucledides de classe 0 diminuiu com o
aumento da concentracdo de cromo enquanto o frequéncia de nucledides de classes
2 e 3 aumentou conforme o aumento da concentracdo do metal. O numero de
nucledides danificados foi significativamente maior nos trés grupos experimentais

(Cr 50, Cr 100 e Cr 150) quando comparados ao grupo controle.
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Tabela 2 - 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 50, 100 e 150 ug.L™" de cromo ou somente a agua (CTR),
durante 24 h. Letras diferentes indicam diferencga significativa entre os
grupos (P < 0,05).

Tratamento N CLASSES DE DANOS Nucledides danificados

(média + EP)
0 1 2 3
CTR 8 60,37 33,62 6 0 45,62 + 3,30 (a)
Cr 50 8 29,37 40,37 27,87 2,37 103,25 + 13,69 (b)
Cr 100 8 27,12 43,25 27,50 2,12 104,62 + 11,90 (b)
Cr 150 8 23,25 39,75 30,50 6,50 120,25 + 14,47 (b)

3.4 DISCUSSAO

A bioacumulacdo se da pela capacidade da biota em absorver e reter
substancias provenientes do meio em que ela se encontra através da via oral,
pericutanea e/ou respiratéria. Além disso, os metais podem se acumular nos tecidos
desses animais e ocasionar danos ao seu metabolismo (Vinodhini e Narayanan,
2008). No presente estudo o cromo acumulou-se somente nas branquias dos peixes
expostos as duas maiores concentracdes do metal (100 e 150 pg.L™). Isso
demonstra que o cromo pode acumular-se primeiramente no tecido branquial pelo
contato direto desses 6rgdos com a agua circundante e, consequentemente, com o
metal ali presente. As branquias constituem uma interface entre o meio externo e o
interior do organismo e representam um 6rgao multifuncional com fungdes vitais,
incluindo respiragéo, osmorregulacéo, equilibrio acido-basico, e também excreco. E
através das branquias que ocorre o contato direto dos organismos com os
contaminantes presentes no meio externo, que é a principal porta de entrada dos
metais, e 0 acumulo destes podem provocar lesdes e danos neste 6rgao (Bols et al.,
2001). Ciftci et al. (2010) também observaram acumulo de cromo em branquias de
peixes da espécie Oreochromis niloticus expostos a 1 mg.L™" de cromo durante 96 h.
O figado demonstrou acumulo de cromo superior aquele encontrado nas branquias
quando as concentracdes de cromo na agua foram mais elevadas (2,0 e 4,0 mg.L™).
Os autores sugerem que a capacidade de acumulagcdo do tecido branquial, no

entanto € ultrapassado em periodos prolongados de exposicdo quando o metal €
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transferido para o tecido hepatico para a desintoxicagao e para o tecido renal para
ser excretado.

Yilmaz et al. (2010) compararam os niveis de cromo no musculo, pele e
branquias de Oreochromis aureus e constataram que, em todas as concentragcdes
avaliadas (10, 15, 20, 25 e 30 mg.L™), as branquias possuiam maiores niveis do
metal apds 28 a 30 dias de exposi¢ao seguidas da pele e musculo (dados da agua:
pH 7.6 + 0,3; dureza 135 + 5,8 mgCaCOs.L™"). No presente trabalho ndo foram
constatados niveis significativos de cromo no musculo de P. lineatus, sugerindo que
este tecido pode ser o ultimo sitio de acumulo do metal via metabolismo e que,
barreiras como a pele e o muco comumente secretado por esses animais, podem
impedir a penetragdo ou a impregnacéo direta no tecido muscular.

Estudos com diferentes espécies de peixe ja mostraram que as
concentracdes teciduais de metais podem estar relacionadas também aos niveis de
metalotioneinas (MTs) (Hylland et al., 1992; Schlenk et al., 1995; Olsvik et al., 2000;
Filipovi e Raspor, 2003; De Boeck et al., 2010). As MTs s&o proteinas de baixo peso
molecular, responsaveis por capturar as particulas metalicas circulantes no
organismo (Di Giulio et al., 1995; Viarengo et al., 2007) e alguns autores
demonstraram que a maior indugdo de MTs em peixes se da, principalmente, em
orgaos como branquias e figado (Roesijadi e Robinson, 1994; Filipovi e Raspor,
2003; Amiard et al., 2006). Além de diminuirem o potencial toxico dos metais, as
MTs podem atuar como reservas nao toxicas de metais para a sintese de
metaloenzimas. De acordo com alguns autores as MTs também auxiliam na
prevencao do estresse oxidativo, atuando como antioxidante, e limitam as possiveis
lesdes ocasionadas pelas espécies reativas de oxigénio (Paris-Palacios et al., 2003;
Falfushynska e Stolyar, 2009).

As analises realizadas no figado, branquias, rim e musculo de P. lineatus
demonstraram que em 24 h de exposicdo ao cromo a concentracao de MTs no
figado foi maior nos trés grupos expostos ao cromo quando comparados ao grupo
controle. Acredita-se que a presenca do cromo tenha provocado a sintese de MTs,
que é uma resposta direta ao aumento da concentragao intracelular do metal. Esse
aumento pode estar relacionado ao seu papel protetor, mantendo baixa a
concentragdo de metais livres a fim de evitar possiveis danos ao organismo (Ryu et
al., 2003). Os tecidos normalmente envolvidos com a absorgéo, estoque e excregao

de metais, como branquias, figado e rim, apresentam maior capacidade de sintetizar
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MTs (Amiard et al,. 2006). Roberts e Oris (2004) expuseram a espécie
Oncorhynchus mykiss a 10,2 mg.L™ de cromo e verificaram a expressao do gene da
MT nas branquias e no figado dos animais expostos durante 0; 0,5; 1; 2; 7; 14; 21 e
28 dias. Os autores observaram que o tecido hepatico demonstrou uma capacidade
muito maior para a producdo de MTs. Fleet et al. (1990) afirmam que o cromo
trivalente € capaz de induzir a sintese de MTs em maior escala do que o cromo
hexavalente. Dessa maneira, pode-se infrerir que as branquias tém contato com o
cromo presente no meio na sua forma hexavalente e, a medida que o metal é
transportado pelo organismo, € reduzido e chega ao figado na forma trivalente
estimulando maior sintese de MTs nesse 6rgao.

Um estudo realizado com peixes da mesma espécie utilizada no presente
trabalho, Prochilodus scrofa, expbés esses animais ao cobre em uma temperatura de
20 °C e também averiguou um aumento da concentragdo de MTs no figado desses
animais durante exposi¢cdo de 96 h ao metal (Carvalho et al., 2004). Assim, essas
proteinas representam um sistema de defesa importante contra os efeitos de metais,
como O cromo, para a espécie P. lineatus, uma vez que a defesa antioxidante
avaliada neste estudo teve sua atividade diminuida no tecido hepatico dos peixes
em um dos grupos experimentais. Pode-se inferir que nesta espécie o figado,
considerado um orgao-alvo de grande importancia para os peixes por participar dos
processos de desintoxicagdo e armazenamento de metais, € mais sensivel a metais
quando comparado a outros 6rgaos como, por exemplo, as branquias, que sao o
primeiro orgao de contato com os contaminantes na agua.

O cromo, bem como outros metais com valéncias variaveis, pode induzir
processos formadores de radicais livies em animais, incluindo peixes. O Cr*® é
reduzido intracelularmente aos intermediarios Cr*°, Cr** e, finalmente, para Cr*3 com
maior estabilidade (Krumschnabel e Nawaz, 2004). Diversos redutores intracelulares
tém sido sugeridos como contribuintes para a reducdo de Cr*®, o qual pode
diretamente induzir um aumento na produgao de ERO através de mecanismos de
ciclagem redox (Shi e Dalal, 1990) ou indiretamente, interagindo com mitocéndrias
(Pourahmad et al., 2003).

A glutationa reduzida (GSH) faz parte das defesas antioxidantes n&o
enzimaticas e é considerada um dos principais antioxidantes, participando da
primeira linha de defesa contra as ERO, neutralizando diretamente os pro-oxidantes

ou como cofator para algumas reagdes enzimaticas (Halliwell e Gutteridge, 2007).
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Durante a reducédo de Cr®" a GSH ¢é oxidada para a glutationa oxidada (GSSG), que,
normalmente, é reciclada de volta para GSH pela atividade da glutationa-redutase
utiizando NADPH como o doador de elétrons (Gunaratnam e Grant, 2001). Nas
exposi¢coes ao cromo foi observada diminuicdo dos niveis de GSH no figado dos
animais do grupo Cr 150 quando comparados ao grupo controle. Decréscimos
significativos, principalmente no figado, sao indicadores de um metabolismo alterado
por contaminantes e de toxicidade causada por metabdlitos eletrofilicos (Plummer et
al., 1991). O decréscimo observado no nivel de GSH pode ser atribuido a diminuigéo
ou inibicdo da capacidade da GR de reciclar a GSSG que, consequentemente, tem
sua concentracao dentro da célula diminuida, causando também a reducédo de GSH
(Gunaratnam & Grant, 2001; Li et al., 2010a).

As ERO também podem promover a peroxidacdo lipidica (LPO) que é
amplamente utilizada como indicadora de estresse oxidativo em animais aquaticos,
e é relatada como um dos principais contribuintes para a perda da fungao celular em
animais sob esse tipo de estresse (Li et al., 2010b). Os niveis de MDA no figado dos
peixes expostos ao cromo foram mais baixos em comparagdo aos niveis
encontrados no grupo controle. Isso foi averiguado também por Li et al. (2011) com
peixes da espécie Oncorhynchus mykiss expostos ao cromo em experimentos in
vivo e in vitro que demonstraram diminuicdo da peroxidagao lipidica. A resposta
inicial de diminuicdo dos niveis de LPO pode ter ocorrido devido a estimulacido de
sistemas antioxidantes nao testados neste estudo. Essa hipotese € demonstrada por
Lushchak et al. (2008) que observaram baixo potencial do cromo em induzir LPO no
figado de peixes da espécie Carassius auratus apds 96 horas de exposicdo as
concentracdes de 1, 5, 10 e 50 mg.L”" de dicromato de potassio. Esse estudo
também relatou uma redugao na atividade das enzimas superédxido dismutase (SOD)
e catalase (CAT), que podem estar associadas a agao antioxidante que evitou a
LPO no estudo com P. lineatus.

As analises genotoxicas dos eritrécitos dos peixes expostos ao cromo
revelaram danos nos trés grupos experimentais em relagdo ao grupo controle. O
maior numero de nucledides danificados apresentavam danos de classe 1. O
mesmo foi observado por Velma & Tchounwou (2010) que constataram um aumento
nos danos no DNA do figado e rim de Carassius auratus de acordo com o aumento
da concentragdo de cromo. Isso demonstra que o cromo é capaz de atingir e

danificar o DNA de varios 6rgdos de diferentes espécies de peixe. O Cr*® por si s
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nao é capaz de reagir com a molécula de DNA, no entanto, os radicais e metabdlitos
produzidos durante sua reducdo podem posteriormente causar prejuizos ao DNA
como quebras de cadeia, cross-links DNA-proteina e DNA-DNA e modificacbes

nucleares (Kasprzak, 1995).

3.5 CONCLUSOES

Diante do exposto, € possivel inferir que o cromo acumulou-se nas branquias
dos animais apds 24 h de exposigdo, demonstrando o contato direto desses 6rgaos
com o0 meio e, consequentemente, com o contaminante em questao. Houve aumento
da concentragdo de metalotioneinas no figado indicando a presenga do cromo nos
organismos. O metal também causou danos no DNA dos eritrocitos dos individuos
avaliados evidenciando seu potencial genotoxico. Esses resultados mostram que o
limite maximo permitido para aguas brasileiras pela Resolugdo CONAMA 357/2005

nao € segura para a especie P. lineatus.
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RESUMO

O cromo €& um metal muito utilizado em atividades industriais e considerado
altamente toxico. O presente estudo avaliou os efeitos deste metal na espécie de
peixe neotropical Prochilodus lineatus expostos durante 24 horas as concentragoes
de 50, 100 e 150 pg.L™ de cromo, utilizando biomarcadores fisioldgicos. Os
parametros hematologicos analisados revelaram uma diminuicdo significativa no
numero de eritrocitos de todos os grupos expostos ao cromo. Esses dados
juntamente com a diminuicdo do indice do hematécrito e da elevagdo na
concentracdo do ion potassio no plasma podem indicar a ocorréncia de hemdlise.
Entretanto, a enzima Na'/K’-ATPase teve sua atividade reduzida nos mesmos
grupos experimentais em que a concentragdo de K esteve elevada, sugerindo que
sua inatividade também contribuiu com o aumento do ion no plasma desses
animais. A anidrase carbdnica apresentou reducdo em sua atividade resultando em
desequilibrios ibnicos que foram constatados através da concentracdo de CI no
plasma que diminuiu apos 24 h de exposigdo ao cromo. A diminuigdo na
concentracdo de calcio plasmatico mostrou que o metal foi capaz de interferir nos
mecanismos responsaveis pela hiperregulagdo deste ion que, por sua vez, pode ter
prejudicado estruturas responsaveis pela regulagdo de outros ions. Esses resultados
mostram que o cromo é capaz de causar alteragdes hematolégicas e osmoibnicas
na espécie P. lineatus podendo ocasionar graves danos em sua fisiologia e que a
concentracdo maxima de Cr permitida pela legislacdo brasileira (Resolugao
CONAMA 357), que é de 50 pg. L™, ndo é segura para esta espécie.

Palavras-chave: anidrase carbdnica, ions plasmaticos, hematdcrito, hemdlise,

hiperregulagéo, Na*/K*- ATPase.
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4.1 INTRODUCAO

Os metais constituem um importante grupo de poluentes aquaticos devido a
sua propriedade bioacumulativa e nao-biodegradavel (Vutukuru et al., 2007). O
cromo presente no ambiente é geralmente de origem antropogénica, proveniente de
industrias e atividades de manufatura (Dorn et al., 1987; Svecevicius, 2009). Sua
forma hexavalente é considerada tdxica devido a sua facilidade para atravessar
membranas celulares. Dentro da célula, o cromo hexavalente é reduzido a sua forma
trivalente que possui alto potencial mutagénico e pode causar sérios danos ao
organismo (Farag et al., 2006; Li et al., 2010c). Nos peixes, os efeitos do cromo
podem envolver perturbagbes hematologicas, bioquimicas e de genotoxicidade (Van
Vuren et al., 1994; Arunkumar et al., 2000; Krishnani et al., 2003; Teles et al., 2005).

Biomarcadores hematoldgicos sao frequentemente utilizados para detectar e
diagnosticar os efeitos subletais em peixes expostos a diferentes substancias
toxicas, uma vez que o sangue € altamente suscetivel as mudangas que podem
ocorrer no meio. O cromo tem um efeito adverso sobre os parametros hematologicos
desses animais (Oner et al., 2009; Zaki et al., 2009) e os danos as células
sanguineas associadas a este metal incluem alteragcbes no hematdcrito,
hemoglobinas, diminuicdo da contagem de eritrécitos (Firat e Kargin, 2009) e
hipoglicemia.

Uma vez dentro do animal, o metal também pode interferir também na
fisiologia do organismo causando prejuizos as branquias que sao responsaveis pela
tomada ativa de ions nos peixes de agua doce (Evans, 1987). Devido a intima
relagcdo entre os fluidos corpéreos e o ambiente aquatico nas branquias, disturbios
no balanco hidrico e na homeostase idnica sdo aspectos caracteristicos de estresse
em peixes (Wendelaar-Bonga, 1997). A metaloenzima anidrase carbbnica (AC) é
uma enzima que pode ser encontrada aderida a membrana plasmatica ou a
organelas celulares e no citosol das células branquiais (Gilmour e Perry, 2009). A
AC esta relacionada ao equilibrio acido-base, sendo responsavel por catalisar a
hidratacdo do gas carbdbnico, gerando acido carbbnico, que em pH fisiolégico se
dissocia em proéton hidrogénio e o anion bicarbonato (Perry e Glimour, 2006) que,
por sua vez, atuam como contra-ions na tomada de sédio e cloreto do meio (Goss et
al., 1998).
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Do mesmo modo, a Na'/K*-ATPase (NKA) branquial pode sofrer alteracdes
provocadas por metais resultando em desordens no fluxo de ions (Skidmore, 1970).
A NKA atua retirando da célula trés ions sédio em troca de dois ions potassio do
plasma sendo necessario grande suprimento de energia (ATP) disponivel (Perry,
1997). Para que a molécula de ATP se ligue ao seu respectivo sitio de ligagao, é
necessaria a presenca de um ion magnésio, que ira atuar como cofator da enzima. A
auséncia, a substituicdo ou a interferéncia na ligacdo deste ion implica em
inatividade da enzima (Fischer e Giroux, 1987). Outros fatores como as
concentragdes dos ions sddio e potassio também s&o reguladoras da atividade da
NKA (Atli e Canli, 2008). Portanto, a interferéncia do metal na concentragdo ou no
fluxo de ions pode, consequentemente, alterar também as enzimas relacionadas a
eles.

Para o monitoramento dos ecossistemas, muitos organismos podem ser
utilizados como bioindicadores, tendo como critério para a escolha de espécies que
sejam representativas nos ambientes analisados (Burger e Gochfeld, 2000) além
terem uma taxonomia bem definida, apresentar baixa variabilidade genética e baixa
mobilidade para possibilitar os trabalhos em laboratério (Buss et al., 2003). Peixes
da espécie neotropical Prochilodus lineatus possuem habito alimentar detritivoro, o
que torna grande a probabilidade de serem contaminados por metais e outras
substancias que possam estar depositadas ou aderidas aos sedimentos (Martinez,
2006). Conhecida como curimba essa espécie € migradora da bacia do rio Parana e
€ considerada a quarta espécie mais importante em desembarques de peixes no
reservatorio de Itaipu (Agostinho et al., 1994) sendo, portanto, uma 6tima espécie
para estudos ecotoxicolégicos.

Deste modo, devido ao grande volume de efluentes gerado por atividades que
utilizam o cromo, o presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos deste
metal sobre os parametros hematologicos e ibnicos, bem como na atividade de duas

enzimas relacionadas a osmorregulagao do peixe Prochilodus lineatus.
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4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Aclimatagdo dos peixes e exposi¢cdo ao cromo

Individuos juvenis da espécie Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1836)
foram cedidos pela Estacdo de Piscicultura da Universidade Estadual de Londrina,
PR. Os peixes passaram por periodo de cinco dias de aclimatacdo em tanques
contendo 300 L de agua desclorada e aerada. Os parametros da agua foram
continuamente monitorados durante esse periodo (pH 6,8 + 0,6; condutividade 75 +
10 ys.cm™; oxigénio dissolvido 7,8 + 0,13 mg O,.L™; temperatura 19,05 + 0,68 °C e
dureza 36 mgCaCO;.L™"). A alimentacdo dos animais com ragdo comercial ocorreu
no segundo e quarto dias de aclimatacdo e foi suspensa durante os testes de
toxicidade.

Para as anadlises da concentragdo de cromo total e dissolvido, a agua dos
aquarios experimentais e controle foi coletada com o auxilio de seringa de vidro nos
tempos 0 e 24 h. Para as analises de cromo total a agua coletada foi armazenada
em tubos plasticos com a adicdo de 0,5% de acido nitrico. Ja para as analises do
cromo dissolvido, as amostras foram filtradas (0,45 um), acidificadas (0,5% HNO3) e
armazenadas. As amostras foram mantidas a 4°C até as analises de cromo em
espectrofotdbmetro de absorgcédo atémica (EAA-AAnalyst 700, Perkin Elmer, USA).

Os animais foram submetidos a testes estaticos de toxicidade aguda por 24 h.
Os peixes foram colocados, em grupos de 8 individuos, em aquarios contendo 80 L
de agua aerada e desclorada. Um grupo controle (CTR) foi exposto somente a agua
e trés grupos experimentais foram expostos as seguintes concentragcbes nominais
de cromo obtidas a partir do dicromato de potassio (K2Cr,07): 50 ug.L™" (Cr 50), 100
ug.L™" (Cr 100) e 150 pg.L™" (Cr 150). A menor concentracdo testada, 50 pg.L™",
corresponde a concentragdo maxima permitida para este metal para aguas doces
brasileiras (Resolugado CONAMA 357, 2005). O grupo controle foi amostrado
simultaneamente aos grupos expostos ao cromo.

Apos as 24 h de exposicdo os peixes foram retirados dos aquarios e
anestesiados com benzocaina (0,1 g.L™") para coleta de sangue pela veia caudal.
Em seguida, os animais foram mortos por seccdo medular para retirada das
branquias, as quais foram mantidas congeladas em ultrafreezer (- 80°C) até o

momento das analises.
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4.2.2 Analise dos parametros hematoldgicos

Aliquotas de sangue total foram utilizadas para a determinagdo do
hematdcrito, numero de eritrocitos e conteudo de hemoglobina. O hematdcrito foi
determinado de acordo com a técnica do microhematocrito, em capilares
heparinizados ap6s centrifugagdo por 5 min. O nimero de eritrécitos por mm® de
sangue (RBC) foi determinado utilizando-se amostras de sangue fixadas em tampéao
formol-citrato (citrato de sédio diluido em 0,4% de formol em solu¢do) e a contagem
foi feita em camara de Neubauer no microscépio Optico (400x). O conteudo de
hemoglobina foi determinado pelo método da cianometahemoglobina com kit

comercial (Labtest, Brasil) em espectrofotometro (leitura em 540 nm).

4.2.3 Analise da osmolalidade e concentracdo de ions e glicose no plasma

Apo6s centrifugacao (10 min, 10000 g) do sangue total, o plasma foi separado
e congelado a - 20°C para as analises. A osmolalidade foi medida por congelamento
usando um osmoémetro (Osmomat 030, Gonotec, Alemanha). A glicemia foi
determinada usando-se o método colorimétrico pela glicose-oxidase com auxilio do
kit comercial (Labtest, Brasil) em espectrofotémetro (leitura em 505 nm). As analises
de sédio e potassio plasmaticos foram realizadas com amostras de plasma diluidas
em agua deionizada, em fotdbmetro de chama (900, Analyser, Brasil). A concentragéo
de cloreto foi determinada pelo método do tiocianato de mercurio com auxilio de kit
comercial (Labtest, Brasil) em espectrofotobmetro de microplacas (470 nm, Victor 3,
Perkin Elmer, USA). O ion calcio foi analisado em amostras de plasma diluidas,
utilizando-se o Oxido de lantanio como modificador, em Espectrofotbmetro de
Absorcao Atdmica (AAnalyst 700, Perkin EImer, USA).

4.2.4 Determinacdo da atividade das enzimas Na'/K' - ATPase (NKA) e
Anidrase Carbdnica (AC)

Os filamentos branquiais foram separados dos arcos, homogeneizados em
solucdo Sacarose-EDTA-Imidazol (1:10 p:v) e centrifugados (7500 g, 15 min, 4° C).
O sobrenadante foi usado para medir atividade da enzima NKA segundo o protocolo
estabelecido por Quabius et al., (1997). Neste método mede-se a atividade da

enzima de modo indireto, através da producéo de fosfato inorganico proveniente da
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quebra de ATP, em amostras incubadas com KCI e com ouabaina, e como padrao
foi utilizada uma solugdo padrao de fosforo 650 uM (Sigma). Os ensaios foram
realizados em leitora de microplacas (ELx 800, BioTek, USA) em 620 nm e a
atividade da enzima foi expressa em uM Pi.mg proteina™.h™".

A atividade da anidrase carbdnica nos filamentos branquiais foi determinada
segundo Vitale et al. (1999). Para tanto, os filamentos branquiais foram
homogeneizados (1:10 p:v) com solugdo de reacdo (manitol 225 mM, sacarose 75
mM, tris-base 10 mM, NaH,PO4 10 mM, pH 7,4), centrifugados (7500 g, 15 min, 4°
C) e ao sobrenadante foi adicionado a mesma solugdo da homogeneizagao,
resfriada a 4° C, e agua saturada com CO,. A atividade catalitica da enzima foi
quantificada pela acidificagédo do meio saturado com CO; durante 20 s, utilizando um
pHmetro de bancada (Jenway 3510, EUA). A inclinagdo da reta gerada pela queda
do pH ao longo do tempo forneceu a taxa de reacgéo catalisada (TC) e a taxa de
reacao nao-catalizada (TNC) foi obtida pela leitura do pH na auséncia de amostra,
substituindo-se amostra por tampao. A partir dessas duas medidas a atividade da
anidrase carbonica (AC) foi calculada pela formula: AC = [TC/TNC - 1].mg” de
proteina.

A concentragao de proteinas das amostras, para a expressao dos resultados
das atividades da NKA e AC, foi determinada segundo Lowry et al. (1951), utilizando

soro albumina bovina como referéncia
425 Analise estatistica

Os resultados obtidos nos diferentes tratamentos (CTR X Cr 50 X Cr 100 X Cr
150) foram comparados entre si através de andlise de varidncia paramétrica
(ANOVA) ou nao-paramétrica (Kruskall-Wallis), de acordo com a distribuicdo dos
dados (normalidade e homogeneidade de variancia). Quando houve indicagado de
diferencgas significativas elas foram localizadas utilizando-se o teste de comparagdes
multiplas Student-Newman-Keuls (SNK). Foram considerados significativos valores
de P < 0,05.
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4.3 RESULTADOS

4.3.1 Parametros da agua

Ao longo dos experimentos os valores de temperatura, pH, condutividade e
oxigénio dissolvido (OD) foram monitorados e nao variaram significativamente nesse
periodo. Mantiveram-se os valores (média * erro padrao): temperatura 19,9 + 1,33
°C, pH 6,81 % 0,26, condutividade 75 + 2 uS.cm™, OD 7,69 + 0,29 mg.L™" e dureza 36
mgCaCOs.L™.

As médias das concentragées de cromo total na agua coletada dos aquarios
experimentais Cr 50, Cr 100 e Cr 150 em 0 e 24h foram de 107,4; 100,7 e 97,93%,
respectivamente, do valor das concentragdes nominais (Tabela 2). Ja as
concentragdes de cromo dissolvido nos grupos foram de 104,8; 99,2 e 87,52% das

nominais. Na agua dos aquarios do grupo CTR o cromo n&o foi detectado.

Tabela 2 - Concentragdes de cromo total e dissolvido (ug.L™) na agua dos aquarios
contendo as concentragées nominais de Cr correspondentes a 0 (CTR),
50, 100 e 150 ug.L™", no periodo de 24 h.

[Cr] nominal (ug.L™) 0 50 100 150
Oh ND 54,10 102,85 150,95
Total
24h ND 52,94 98,72 142,85
Oh ND 52,49 100,70 133,90
Dissolvido
24h ND 52,32 97,79 128,66

Valores indicam a média. N/D: valores ndo detectados. Valor de n = 2.

4.3.2 Parametros hematoldgicos

Os parametros hematologicos analisados revelaram uma queda significativa
no hematécrito do grupo Cr 150 em relacdo ao grupo controle (Fig. 8A). A
concentracdo de hemoglobina por sua vez manteve-se constante (Fig. 8B) enquanto
0 numero de eritrécitos diminuiu em todos os grupos experimentais (Cr 50, Cr 100 e
Cr 150), quando comparados aos seus respectivos controles (Fig. 8C).
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Figura 8 - Parametros hematoldogicos (média £+ EP, n = 5-8): hematdcrito (A),

Hematocrito

concentracdo de hemoglobina (B) e numero de eritrocitos (C) de P.
lineatus expostos ao cromo nas concentracdes de 50 pg.L™" (Cr 50),
100 pg.L™" (Cr 100), 150 pg.L" (Cr 150) ou apenas & agua (CTR)
durante 24h. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os
grupos (P < 0,05).
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4.3.3 fons plasmaticos, osmolalidade e glicemia

A concentragdo de Na* plasmatico se manteve constante em todos os grupos
experimentais avaliados (Fig. 9A).
significativamente mais altos em relagdo ao controle nos grupos Cr 100 e Cr 150
(Fig. 9B). O CI" teve sua concentragdo reduzida significativamente apenas no grupo

Cr 50 (Fig. 9C) enquanto a concentracdo de Ca®" apresentou reducao significativa

nos grupos Cr 100 e Cr 150 em relagao ao controle (Fig. 9D).

diferenga significativa entre os grupos (P < 0,05).
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A osmolalidade aumentou apenas no grupo Cr 150 onde foi maior que o

grupo controle (Fig. 10A). Os niveis de glicose se mantiveram constantes em todos

os grupos (Fig. 10B).
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Figura 10 - Concentragdo (média = EP, n = 6-8) osmdtica e de glicose no plasma
de P. lineatus expostos ao cromo nas concentragdes de 50 ug.L™" (Cr
50), 100 ug.L™" (Cr 100), 150 nug.L™ (Cr 150) ou apenas a agua (CTR)
durante 24h. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os
grupos (P < 0,05).
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4.3.4 Atividade branquial da Na'/K*- ATPase e Anidrase Carbonica

Ambas as enzimas analisadas nas branquias diminuiram em relagado ao grupo
controle. A Na'/K'-ATPase teve sua atividade significativamente reduzida
significativamente nos grupos Cr 100 e Cr 150 (Fig. 11A), e a atividade da AC foi

menor nos trés grupos experimentais quando comparados ao controle (Fig. 11B).

Figura 11 - Atividade (média + EP, n = 6-7) das enzimas Na'/K*-ATPase (A) e
anidrase carbdnica (B) em branquias de P. lineatus expostos ao cromo
nas concentragdes de 50 nug.L™” (Cr 50), 100 ug.L™ (Cr 100), 150 pg.L™
(Cr 150) ou apenas a agua (CTR) durante 24h. Letras diferentes
indicam diferencga significativa entre os grupos (P < 0,05).
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4.4 DISCUSSAO

Diante dos resultados apresentados evidenciou-se a importancia do estudo
dos efeitos do cromo em peixes, pois além de prejudicar os parametros
hematolégicos, ocasionando hemolise de eritrocitos e dificuldades no transporte de
oxigénio, o metal inibe a atividade de enzimas branquiais causando alteragdes
também na concentracio de ions plasmaticos em peixes.

Neste trabalho foi observado que o numero de eritrocitos (RBC) de P. lineatus
diminuiu nos peixes expostos a todas as concentragdes de cromo testadas e que os
valores do hematdcrito também diminuiram nos peixes do grupo Cr 150 em relag&o
ao grupo controle. Shaheen e Akhtar (2012) obtiveram resultados semelhantes
quando expuseram peixes da espécie Cyprinus carpio a 6 diferentes concentragdes
de cromo por longo periodo de exposicao (6 meses) e observaram quedas
significativas no numero de RBC de todos os grupos. Esta diminuicdo no numero de
RBC pode estar associada a uma queda na propria taxa de produgdo ou a perdas
causadas por hemodlise (Vosyliene e Jankaite, 2006). No presente trabalho, a
ocorréncia de hemolise é sustentada pela concentragéo do ion potassio (K*) que
aumentou nos grupos Cr 100 e Cr 150. A determinacédo dos niveis de K" livre no
plasma, um ion normalmente intracelular, serve como marcador bioquimico
indicativo de hemdlise, quando detectado acima dos niveis normais. Entretanto, a
diminuicdo na contagem de eritrocitos nos grupos Cr 50 e Cr 100, que néo
apresentaram o indice do hematdcrito alterado, pode ser explicada pelo aumento de
volume sofrido por eritrocitos maduros em presengca do cromo. Esse fato foi
observado por Tejendra e Jagdish (1987) que expuseram a espécie Barbus
conchonius a 117,8 mg.L™" de dicromato de potassio durante 12 e 24 h. O cromo
pode influenciar o ganho de agua nessas células fazendo com que aumentem de
volume e, consequentemente, alterem o indice do hematdécrito. Os autores sugerem
também que o cromo pode interferir na hematopoiese das células sanguineas
desses peixes devido a presenca de vacuolos nos eritrocitos e de células com
formatos anormais.

Apesar da concentragdo de hemoglobina ndo ter demonstrado diferengas
significativas em relagdo ao seu grupo controle mesmo com a diminuigdo do numero
de eritrocitos observada neste trabalho, autores afirmam que o cromo pode competir

com o ferro pela ligagcdo com a transferrina, proteina responsavel pelo transporte de
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ferro recém-absorvido (Campbell et al., 1997; Trumbo et al., 2001), e ocasionar
diminui¢gdo na concentragdo de hemoglobinas e, consequentemente, problemas no
transporte de oxigénio do organismo e hipoxia dos tecidos.

Assim como os parametros hematoldgicos, a hiperglicemia é uma resposta
comum a diversos estressores em peixes e tem sido considerada como indicador de
exposicao subletal a poluentes (Wendelaar-Bonga, 1997). Alteragdes nos niveis
glicémicos podem representar a mobilizagdo de energia em resposta a fatores de
estresse temporarios, tais como variagbes ambientais ou a presenca de
contaminantes na agua (Lohner et al., 2001). Shaheen e Akhtar (2012) expuseram a
espécie Cyprinus carpio a 25, 50, 75,100, 125 e 150 mg/L™" de cromato de potassio
por um periodo de 6 meses de exposicdo e observaram uma reducido dose-
dependente nos niveis de glicose no sangue desses animais e atribuiram essa
diminuicdo gradual a um aumento de energia devido ao estresse oxidativo. Os niveis
de glicemia observados no presente trabalho ndo se mostraram alterados quando
comparados ao grupo controle, indicando que a concentracdo de cromo utilizada
nao deve ter sido alta o suficiente ou que o periodo de exposicéo foi relativamente
curto para que esse parametro fosse alterado em P. lineatus.

A enzima Na'/K*-ATPase (NKA) teve sua atividade reduzida, sendo diferente
do seu controle nos grupos Cr 100 e Cr 150. As alteragbes na atividade desta
enzima ocorrem antes de uma disfungdo osmorregulatoria mais proeminente, assim,
a determinacao da atividade da NKA pode ser utilizada como um aviso precoce da
contaminagao por poluentes (Ay et al., 1999). A inibicdo desta enzima pelo cromo
deve dificultar o transporte ativo de ions através da membrana provocando uma
falha nos mecanismos osmorregulatérios das branquias (Thaker et al., 1996). Li et
al. (2011), avaliaram os efeitos do cromo sobre esta enzima na espécie
Oncorhynchus mykiss durante 7 dias de exposi¢ao. Utilizando as concentragbes de
50, 100 e 200 ug.L", seus resultados também demonstraram uma queda na
atividade da NKA, porém, essa diminuigdo nao foi significativa quando comparada
ao grupo controle. Os autores sugerem que apesar da NKA branquial ter sido
ligeiramente inibida na concentracdo de Cr mais alta, os peixes parecem tolerar o
estresse induzido pelo metal nessas concentragdes. Isso demonstra que a espécie
P. lineatus € mais sensivel aos efeitos do cromo que foram mais proeminentes e

surgiram em um menor periodo de exposi¢cado. Além disso, essa inibicdo da NKA em
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P. lineatus, juntamente com a ocorréncia de hemolise citada anteriormente, também
pode ter contribuido com o aumento da concentracdo de K*.

Outra importante enzima, a anidrase carbbdnica (AC), também teve sua
atividade diminuida, o grupo Cr 150 foi significativamente diferente de seu controle.
A interacdo de metais com a AC pode alterar sua fungao catalitica, levando a falhas
de suas fungdes fisiologicas, e consequentemente, alterando todo seu sistema
metabolico especifico (Vitale et al., 1999). Nos peixes dulcicolas, essa enzima
possui grande relevancia para a osmorregulacdo onde, através da hidratagdo do
CO,, fornece os ions bicarbonato (HCOs) e hidrogénio (H") para as células
branquiais onde s&o trocados por cloreto (CI') ou sodio (Na*), respectivamente, ou
transportados ativamente para fora da célula através da H*- ATPase permitindo a
absorcao de ions (Evans 2008). Apesar da concentragdo de CI" em P. lineatus ter
demonstrado diferengas significativas apenas no grupo Cr 50, um periodo maior de
exposi¢cao ao metal poderia evidenciar alteragdes idbnicas mais proeminentes, uma
vez que o desequilibrio osmético pode provocar diminuicdo da atividade da enzima
AC. Além disso, o possivel quadro de hipdxia ja citado também pode ocasionar a
inibicdo da AC pela diminuigdo da entrada de O, no organismo e consequente
reducao na producao de CO,, substrato da enzima.

Em teledsteos dulcicolas, o epitélio das branquias € considerado impermeavel
a ions e outras moléculas gragas as jungdes oclusivas formadas por componentes
que visam manter a polaridade e a impermeabilidade da membrana plasmatica
(Foskett et al., 1983; Evans, 2005). Essas jungbes oclusivas sdo formadas por
proteinas onde as ligagbes célula-célula sdo mantidas por pontes de calcio
(Schneerberger e Lynch, 1984; Rajasekaran et al., 2001; Brown e Davis, 2002).
Metais como cobalto, zinco, cadmio e chumbo demonstraram utilizar a via de
absorcao do calcio para penetrar o animal (Bury & Wood, 1999; Macdonald et al.,
2002; Rogers & Wood, 2004) prejudicando a hiperregulacdo deste ion (Evans,
1987). Os resultados de exposigdo ao cromo demonstraram uma diminuigdo na
concentracdo de calcio plasmatico em P. lineatus submetidos as duas maiores
concentragdes, sugerindo que cromo foi capaz de interferir nos mecanismos
responsaveis pela hiperregulagdo deste ion que, por sua vez, pode refletir nas
jungdes oclusivas e na regulagéao de outros ions.

A osmolalidade plasmatica desses peixes, por sua vez, pode ter aumentado

no grupo Cr 150 em relagdo ao grupo controle devido ao movimento de agua no
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plasma ocasionado pelo desequilibrio ibnico. Quando a concentragéo de ions no
plasma se torna menor que a concentracdo nas células sanguineas, a agua passa
do plasma as células diminuindo seu volume e aumentando, portanto, sua

concentracao.

4.5 CONCLUSOES

Diante do exposto, é possivel inferir que o cromo € capaz de causar
alteragdes hematoldgicas como a diminuigdo do numero de eritrécitos, hematécrito e
hemdlise, danos osmorregulatérios diminuindo a atividade das enzimas Na'/K'-
ATPase e anidrase carbdnica e alteracdes nos niveis dos ions Na*, K" e ClI” em
peixes da espécie P. lineatus expostos durante 24 h a este metal. Esses resultados
mostram que o limite maximo permitido para aguas brasileiras pela Resolugao
CONAMA 357/2005 nao é segura para a espécie P. lineatus e que a contaminagao
por cromo pode afetar outras espécies através da cadeia trofica chegando até o

homem.
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5 CONCLUSOES GERAIS

O presente estudo apresentou evidéncias de que o cromo no ambiente
aquatico é toxico para a espécie P. linetaus. O metal causou diminuicdo da GSH
além de aumentar a concentracdo de metalotioneinas no figado dos animais
expostos indicando que a presenca do cromo pode ter induzido a sintese dessas
proteinas. O metal acumulou-se nas branquias dos peixes, demonstrando a
sensibilidade desses 6rgdos em contato com o meio contaminado. O cromo também
foi capaz de causar alteragbes hematolégicas como a diminuigdo do numero de
eritrocitos e hematdcrito, hemolise, danos osmorregulatérios diminuindo a atividade
das enzimas Na'/K*-ATPase e anidrase carbdnica e alteracdes nos niveis dos ions
Na®, K" e CI” plasmaticos. O metal causou danos no DNA dos eritrécitos dos peixes,
evidenciando seu potencial genotoxico. Esses resultados mostram que o cromo
pode reduzir as defesas antioxidantes e causar prejuizos na fisiologia dos peixes e
que o limite maximo permitido para aguas brasileiras pela Resolugdo CONAMA

357/2005 nao é segura para a espécie P. lineatus.
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